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Ključne besede: bleomicin – kri – farmakokinetika – terapevtska uporaba; bolezni psov – kri – 
terapija z zdravili – imunologija – patologija; neoplazme – kri – terapija z zdravili; 
elektrokemoterapija – veterinarska; interlevkin-12 – imunologija – terapevtska uporaba; 
imunoterapija – veterinarska; kakovost življenja; psi 
Namen doktorske naloge je bil vrednotenje postopkov elektrokemoterapije (EKT) in genskega 
elektroprenosa (GEP) plazmidne DNA z zapisom za pasji interlevkin-12 (IL-12) pri zdravljenju 
spontanih kožnih in oralnih tumorjev pri psih. S tekočinsko kromatografijo, sklopljeno s 
tandemsko masno spektrometrijo (LC-MS/MS), smo določili koncentracijo bleomicina (BLM) 
v krvi zdravljenih psov in izračunali farmakokinetične parametre. V krvi zdravljenih psov smo 
določali subpopulacije imunskih celic (CD4+ in CD8+ limfociti, regulatorni limfociti T – Treg) 
s pretočno citometrijo. Z imunohistokemičnim barvanjem smo določali izražanje receptorjev in 
ligandov programirane celične smrti 1 (PD-1 in PD-L1) v tumorjih zdravljenih psov. Da bi 
ocenili kakovost življenja psov, zdravljenih z EKT in/ali GEP IL-12, smo njihove lastnike 
povabili k izpolnjevanju Vprašalnika o kakovosti življenja psov in Kratkega testa za 
ocenjevanje vprašalnika. BLM pri psih je imel monofazno eliminacijsko krivuljo. Povprečni 
porazdelitveni volumen (Vd) je bil 224,5 ± 75,02 ml/kg, očistek (CL) 7,04 ± 2,05 ml/min/kg in 
razpolovni čas (t1/2) 22,03 ± 0,88 min. Telesna masa psov ni vplivala na farmakokinetiko BLM. 
Starejši psi so imeli nižji Vd, na druge farmakokinetične parametre pa starost ni vplivala. 
Tekom zdravljenja nismo ugotovili značilnih razlik v odstotku CD4+ in CD8+ limfocitov v krvi 
zdravljenih psov. Ob koncu opazovalnega obdobja je upadel odstotek Treg v krvi zdravljenih 
psov; spremembe niso sovpadale z odgovorom na zdravljenje. PD-1 je izražalo 95,2 % 
mastocitomov in 100 % oralnih melanomov, PD-L1 pa so izražali vsi tumorji. Psi s tumorji z 
višjim izražanjem PD-1 in PD-L1 so imeli značilno krajši povprečni čas preživetja, slabši 
odgovor na zdravljenje in krajše preživetje brez napredovanja bolezni kot tisti s tumorji z 
nizkim izražanjem PD-1 in PD-L1. Lastniki so ocenili, da se je kakovost življenja psov po 
zdravljenju izboljšala. Bolje so ocenili kakovost življenja pri psih, zdravljenih z neinvazivno 
vrsto zdravljenja, pri tistih, ki so se na zdravljenje odzvali, in pri tistih z manjšimi ter s 
kožnimi/podkožnimi tumorji. Rezultati doktorske naloge so pomembni za izboljšanje 
protokolov in napovedovanje odgovora na zdravljenje z EKT in/ali GEP IL-12.   
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The aim of this doctoral dissertation was to evaluate the procedures of electrochemotherapy 
(ECT) and gene electrotransfer (GET) of plasmid DNA encoding canine interleukin-12 (IL-12) 
for the treatment of spontaneous cutaneous and oral tumours in dogs. We determined the 
pharmacokinetic properties of bleomycin (BLM) in the blood of the treated dogs using liquid 
chromatography coupled with high-resolution mass spectrometry (LC-MS/MS) and calculated 
the pharmacokinetic parameters. In the blood of the treated dogs, we determined the 
lymphocyte subpopulations (CD4+ and CD8+ lymphocytes, regulatory T cells – Treg) by flow 
cytometry. Immunohistochemical staining was employed to evaluate the expression of 
programmed cell death-1 and its ligands (PD-1 and PD-L1) in the tumours of the treated dogs. 
The owners of the treated dogs were offered the Cancer treatment form and Owner minitest to 
evaluate the quality of life of the dogs after treatment with ECT and/or IL-12 GET. The results 
showed that BLM had a monophasic elimination curve. The mean volume of distribution (Vd) 
was 224.5 ± 75.02 ml/kg, clearance (CL) 7.04 ± 2.05 ml/min/kg and elimination half-life (t1/2) 
22.03 ± 0.88 min. The body weight of the dogs did not affect any of the pharmacokinetic 
parameters. Older dogs had lower Vd; however, the age of the dogs did not affect other 
pharmacokinetic parameters. No significant differences in CD4+ and CD8+ lymphocyte counts 
were observed during treatment. At the end of the observation period, the percentage of Treg in 
the blood of treated dogs decreased; the change did not correlate with the treatment response. 
PD-1 was expressed by 95% of mast cell tumours and 100% of oral malignant melanomas, and 
PD-L1 was expressed by all tumours. The dogs who had tumours with higher PD-1 and PD-L1 
expression had shorter mean survival times, poorer treatment response and shorter progression-
free survival than those who had tumours with lower PD-1 and PD-L1 expression. The owners 
assessed that the quality of their dogs' lives improved after treatment. The assessment was better 
in dogs that were treated with noninvasive treatments, those that responded to the treatment and 
those with smaller and cutaneous/subcutaneous tumours. The results of this doctoral 
dissertation are important for protocol optimization and prediction of the response to treatment 
with ECT and/or IL-12 GET.   
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1 UVOD   
 
Elektroporacija je fizikalna metoda za vnos molekul (npr. kemoterapevtikov ali plazmidne 
DNA) v celice. Izpostavitev tkiv kratkim visokonapetostnim električnim pulzom povzroči 
nastanek prehodnih por v membranah celic in tako omogoči prehod želenih snovi v citosol (1). 
Elektrokemoterapija (EKT) je lokalna metoda za zdravljenje tumorjev z elektroporacijo v 
kombinaciji s kemoterapijo. V veterinarski medicini se uporablja za zdravljenje kožnih in 
podkožnih tumorjev pri psih, mačkah, konjih in nekaterih drugih ljubiteljskih vrstah živali (beli 
dihurji, ptice, plazilci) (2). Pri zdravljenju intravensko ali intratumorsko apliciramo 
kemoterapevtik (bleomicin (BLM) ali cisplatin) in nato izpostavimo tumor električnim pulzom 
(3). Membrana tumorskih celic postane prepustnejša za kemoterapevtike, ki sicer slabo 
prehajajo v njihovo notranjost (4). Tako dosežemo visoko znotrajcelično koncentracijo zdravila 
in posledično bolj učinkovito protitumorsko delovanje, obenem pa zmanjšamo sistemsko 
toksičnost, ker za uspešno zdravljenje potrebujemo nizke odmerke zdravil (5). Poleg EKT se 
elektroporacija uporablja tudi za genski elektroprenos (GEP), kjer v celice vnašamo plazmidno 
DNA z zapisom za terapevtski gen. GEP je terapija, pri kateri injiciramo plazmidno DNA v 
tkivo, ki ga nato izpostavimo električnim pulzom. Ena izmed najbolj raziskanih je imunska 
terapija z interlevkinom-12 (IL-12), katere varnost in učinkovitost je bila dokazana v 
predkliničnih študijah na poskusnih živalih in translacijskih študijah na psih (6–8). GEP IL-12 
deluje protitumorsko na več načinov: ima antiangiogen učinek, aktivira citotoksične limfocite 
T in makrofage M1 (9, 10). Poleg lokalnega je bil pri nekaterih spontanih tumorjih dokazan 
tudi oddaljen učinek na nezdravljene tumorje, kar pripisujejo povišanemu sistemskemu 
izločanju interferona gama (IFN-γ) (7, 11, 12).  
Kombinacija EKT in GEP IL-12 se rutinsko uporablja za zdravljenje psov z različnimi 
tumorskimi obolenji (8, 12–15), vendar glede protokolov zdravljenja ostajajo odprta številna 
vprašanja, predvsem glede specifičnih indikacij za zdravljenje psov, določanja odmerka zdravil, 
ponavljanja terapije in kakovosti življenja zdravljenih psov. 
Pri intravenskem vnosu BLM pri psih, zdravljenih z EKT, začnemo dovajati električne pulze 8 
do 10 minut po aplikaciji kemoterapevtika (16). Ta okvir je eksperimentalno določen in izhaja 
iz rezultatov klinične raziskave pri ljudeh (17). Z novo analitsko metodo, ki temelji na 
tekočinski kromatografiji, sklopljeni z masno sprektrometrijo (LC-MS/MS), je mogoče 
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natančno določiti koncentracijo BLM v serumu in tumorjih (18). Na podlagi rezultatov 
raziskave o farmakokinetiki BLM pri starejših rakavih bolnikih, zdravljenih z EKT, je bil 
predlagan nižji odmerek BLM in daljši časovni okvir za dovajanje električnih pulzov (19). 
Rezultati prvih raziskav pri ljudeh  kažejo, da ima EKT z nižjim odmerkom BLM primerljiv 
protitumorski učinek kot zdravljenje s standardnim odmerkom (20, 21). S poznavanjem 
farmakokinetičnih lastnosti  BLM pri psih bo mogoče tudi pri veterinarskih pacientih izboljšati 
protokol zdravljenja z EKT in ga prilagoditi telesni masi ter starosti živali. 
Kljub temu da se je GEP IL-12 izkazal kot uspešno sistemsko adjuvantno zdravljenje tumorskih 
obolenj pri psih, ne poznamo ustreznih napovednih dejavnikov, ki bi omogočili izbor primernih 
pacientov in pomagali pri odločitvah o pogostosti ter ponovitvah zdravljenja. Dokazano je bilo, 
da se pri psih z rakavimi obolenji poviša odstotek ali število krožečih regulatornih limfocitov 
T (Treg) v krvi (22–25) in da pri nekaterih vrstah tumorjev njihove vrednosti sovpadajo s 
kliničnim stadijem, stopnjo malignosti ali napredovanjem bolezni (26–28). V in vitro razmerah 
IL-12 zavira proliferacijo Treg (vpliva na nižje izražanje receptorjev za interlevkin 2 (IL-2) in 
zmanjša izražanje transkripcijskega dejavnika Foxp3 na Treg) (29), zato so bile te celice 
predlagane kot napovedni dejavniki pri zdravljenju z GEP IL-12 (30). Odstotek krožečih Treg bi 
lahko uporabljali kot napovedni dejavnik za zgodnje napovedovanje ponovitve bolezni in pri 
odločanju, ali je potrebno dodatno zdravljenje. 
Receptor programirane celične smrti 1 (PD-1, angl. programmed cell death-1) in njegov ligand 
1 (PD-L1, angl. programmed cell death-1 ligand 1) predstavljata t.i. imunske kontrolne točke, 
ki zavirajo delovanje imunskega odziva. PD-1 negativno uravnava signalno pot T-celičnih 
receptorjev (TCR) in zavira izločanje citokinov (IFN-γ, IL-2 ter dejavnika tumorske nekroze α 
(TNF-α, angl. tumor necrosis factor α)) in proliferacijo celic, kar omogoča vzdrževanje 
periferne tolerance, razvoj tolerance za zunanje antigene ter omejevanje obsega in trajanja 
normalnega imunskega odziva. Izražanje PD-L1 je povišano v ali na številnih vrstah tumorskih 
celic in limfocitih, ki infiltrirajo tumor, prav tako pa se na omenjenih limfocitih poviša tudi 
izražanje PD-1. Vezava PD-L1 na PD-1 omogoča »pobeg« tumorskih celic imunskemu 
sistemu, saj zavira aktivacijo in proliferacijo citotoksičnih limfocitov T, izločanje citokinov ter 
povzroči apoptozo tumorsko specifičnih limfocitov T. Tako omogoča lokalno imunosupresijo 
in prispeva k nastanku za tumor ugodnega mikrookolja (31–33). Pri človeku je izražanje PD-
L1 na tumorskih celicah povezano s slabšo prognozo, hitrejšim napredovanjem bolezni in 
krajšo dobo preživetja bolnikov (33–38). Pri psih je PD-L1 izražen v številnih tumorjih, npr. 
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oralnem melanomu, osteosarkomu, hemangiosarkomu, mastocitomu idr. (32, 39–41). Tumorji 
z visokim izražanjem PD-1 in PD-L1 bi lahko slabše odgovarjali na zdravljenje z GEP IL-12, 
ker imajo izčrpane zaloge citotoksičnih limfocitov T, katerih proliferacijo naj bi stimulirala 
imunoterapija (33).  
V humani medicini je kakovost življenja pomemben dejavnik pri obravnavi rakavih bolnikov, 
v veterinarski onkologiji pa je ta vidik zdravljenja precej neraziskan. Cilj zdravljenja 
onkoloških pacientov v veterinarski medicini je zagotavljanje čim boljše kakovosti življenja in 
pri oceni le-te je najpomembnejši člen lastnik živali. Za izboljšanje načrtovanja zdravljenja in 
boljšo komunikacijo med lastnikom in veterinarjem je bil sestavljen vprašalnik o kakovosti 
življenja živali z rakavimi obolenji (42). Povratna informacija in lastnikova ocena uspešnosti 
zdravljenja nam bosta v prihodnosti pomagali pri načrtovanju zdravljenja psov s tumorji. 
 
1.1 NAMEN  
 
Namen doktorske naloge je bilo vrednotenje postopkov EKT in GEP IL-12 pri zdravljenju 




Zastavili smo si štiri delovne hipoteze: 
1 Telesna masa in starost psov vplivata na farmakokinetiko BLM. 
2 Psom, zdravljenim z GEP IL-12, se po zdravljenju zniža količina Treg v periferni krvi. 
3 Psi s tumorji, ki izražajo PD-1 in PD-L1, na terapijo z GEP IL-12 odgovarjajo slabše. 
4 Zdravljenje z GEP IL-12 in/ali EKT zagotavlja dobro kakovost življenja. 
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2 PREGLED LITERATURE 
 
2.1 RAKAVA OBOLENJA PRI PSIH 
 
Rakave bolezni so najpogostejši vzrok pogina pri psih (43–45), obolevnost pa zaradi številnih 
vzrokov še naprej narašča. Eden izmed poglavitnih vzrokov je podaljševanje življenjske dobe 
psov zaradi napredka veterinarske medicine in večje ozaveščenosti lastnikov. Ocenjuje se, da 
vsako leto za rakom zboli vsaj 4 milijone psov in da jih 45 %, starejših od 10 let, zaradi raka 
tudi pogine (44, 45). V zadnjih letih so bili po svetu ustanovljeni veterinarski registri raka, ki 
nam omogočajo oceniti obolevnost za rakavimi boleznimi pri domačih živalih; v različnih 
populacijah so ocenili pojavnost raka med 99,3 in 804 primeri na 100.000 psov (45), kar je 
primerljivo s pojavnostjo raka pri človeku, ki je ocenjena med 100 in 400 primeri na 100.000 
ljudi (46). Najpogostejše vrste tumorjev pri psih so mastocitom, lipom, histocitom, adenom 
hepatoidnih žlez, adenom žlez lojnic, ploščatocelični karcinom, melanom, fibrosarkom, tumor 
bazalnih celic, maligni tumor perifernih živčnih ovojnic, papilom, adenokarcinom žlez znojnic 
in adenokarcinom žlez lojnic (45).  
 
 2.1.1 Vloga pasjih modelov v translacijskih raziskavah 
 
Živalski modeli so izjemno pomembni pri raziskovanju zdravljenja in preprečevanja nastanka 
rakavih obolenj pri človeku (47). V predkliničnih raziskavah so nepogrešljivi mišji modeli, ki 
se uporabljajo predvsem za raziskovanje molekulskih procesov in patoloških značilnosti 
tumorjev (48). S takimi modeli so odkrili številne mehanizme nastanka in razvoja raka, kot so 
maligna transformacija, napredovanje bolezni ter razvoj odpornosti na zdravila (49). Kljub 
uporabnosti za raziskave raka pa so tumorji na mišjih modelih inducirani, zato ne odsevajo 
strukturne in genetske kompleksnosti spontanih tumorjev. Domače živali, predvsem psi, so 
odličen model za translacijo v humano onkologijo, saj se pri njih pojavljajo spontani tumorji, 
ki so s kliničnega in epidemiološkega vidika pogosto podobni tistim pri ljudeh. Imajo 
primerljivo klinično sliko, histološko in genetsko strukturo, molekulske tarče, biološko 
obnašanje ter odgovor na konvencionalna onkološka zdravljenja (44, 50). Spontano nastali 
tumorji pri psih se razvijajo počasi ob intaktnem imunskem sistemu, v podobnem življenjskem 
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okolju kot pri človeku in ob interakciji med gostiteljem ter tumorskim mikrookoljem, ki 
omogoča ponovitev bolezni in razvoj zasevkov. Pri psih delujejo določeni encimski sistemi 
podobno kot pri človeku, poleg tega pa njihova telesna velikost omogoča odvzem ustreznih 
vzorcev med zdravljenjem (50). Krajša življenjska doba psov v primerjavi z ljudmi in 
sorazmerno hitrejši naravni potek bolezni dodatno omogočata hitrejše pridobivanje rezultatov 
o vplivu zdravljenja na potek bolezni ter čas preživetja (51). Poleg tega je v veterinarski 
onkologiji manj uveljavljenih zlatih standardov zdravljenja kot v humani medicini, zato je 
etično bolj sprejemljivo preskušati nove, obetavne terapije. Vrste rakavih obolenj, ki so posebej 
pomembne za translacijsko onkologijo, so: melanom, ne-Hodgkinov limfom, levkemija, 
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Elektroporacija ali elektropermeabilizacija je povečanje prehodnosti celične membrane zaradi 
vpliva električnega polja. Dovajanje kratkih visokonapetostnih električnih pulzov povzroči 
nastanek por v membranah celic in tako omogoči prehod vodotopnih ionov ter molekul v citosol 
(1). Poglavitni dejavnik za uspešno permeabilizacijo je inducirana transmembranska napetost, 
ki nastane ob prisotnosti zunanjega električnega polja zaradi razlike v električnih lastnostih 
membrane in zunanjega medija (52). Povečanje prepustnosti celične membrane je lahko 
prehodno (reverzibilna elektroporacija) ali pa neposredno povzroči smrt celic (ireverzibilna 
elektroporacija), odvisno od časa izpostavitve celic električnim pulzom in jakosti električnega 
polja. Vzrok smrti celic pri ireverzibilni elektroporaciji je trajna liza celične membrane in 
posledično porušenje celične homeostaze (53). Pri ireverzibilni elektroporaciji uporabljamo 
samo električne pulze, pri reverzibilni pa elektroporacijo uporabimo kot dostavno metodo za 




EKT je lokalna metoda zdravljenja tumorjev z reverzibilno elektroporacijo v kombinaciji s 
kemoterapijo. Pri zdravljenju intravensko ali intratumorsko apliciramo hidrofilni 
kemoterapevtik (BLM ali cisplatin) in nato dovajamo električne pulze neposredno na ali v 
tumor. Membrane tumorskih celic postanejo prepustnejše za kemoterapevtike, ki sicer slabo 
prehajajo v notranjost celic (3, 16). Tako dosežemo visoko znotrajcelično koncentracijo 
zdravila in posledično do 70-krat (cisplatin) ali večtisočkrat močnejše (BLM) protitumorsko 
delovanje (4, 56–58) (Slika 1). Zaradi povečane citotoksičnosti BLM in cisplatina na mestu 
dovajanja električnih pulzov so potrebni nizki odmerki kemoterapevtikov, zato dosežemo dober 
lokalni učinek z minimalno sistemsko toksičnostjo. Terapija ima tudi antivaskularni učinek; po 
dovajanju električnih pulzov nastane vazokonstrikcija (angl. »vascular lock«), ki povzroči 
retencijo kemoterapevtikov v tumorju (59, 60). Poleg tega zmanjšan dotok krvi povzroči 
hipoksijo tumorskih celic in njihovo nekrozo. Kemoterapevtiki delujejo citotoksično tudi na 
endotelijske celice majhnih žil v tumorju, kar še dodatno zmanjša dotok krvi v tumor (61).  
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Slika 1: Učinek EKT na tumorsko celico: a) kemoterapevtik po aplikaciji obda tumorsko celico, b) nastanek por v 
celični membrani omogoči prehod kemoterapevtika v celico, c) pore se zaprejo, selektivnost celične membrane se 
povrne v prvotno stanje in kemoterapevtik ostane ujet znotraj celice, d) kemoterapevtik uniči tumorsko celico. 
Povzeto po (62)  
Figure 1: Effect of ECT on the tumour cell: a) after the injection, the chemotherapeutic agent surrounds the tumor 
cell, b) formation of pores after pulse delivery and chemotherapeutic entering the cell, c) the membrane pores 
reseal, the cell selectivity of the membrane membrane is restored and the chemoterapeutic is entrapped inside the 
cell, d) the chemotherapeutic kills the tumour cell. Adapted from (62) 
 
EKT sproži apoptozo in nekrozo tumorskih celic in nekaj dni po terapiji nastane na mestu 
zdravljenja obsežno področje nekroze. Propadajoče tumorske celice v zunajcelični prostor 
sproščajo tumorske antigene in s poškodbo povezane molekulske vzorce (DAMP, angl. damage 
associated molecular patterns), ki sprožijo citotoksičen imunski odziv proti preživelim 
malignim celicam. Pojav imenujemo imunogena celična smrt in za njeno delovanje je potrebna 
kombinacija treh DAMP: izpostavitev kalretikulina na celični membrani in sproščanje adenozin 
trifosfata (ATP) ter proteina HMGB1 (angl. high mobility group box 1) iz propadajočih 
tumorskih celic (63). 
EKT je uveljavljena v več kot 140 humanih kliničnih centrih po Evropi in je del več nacionalnih 
smernic za zdravljenje kožnih tumorjev pri ljudeh, kot so npr. smernice National Institute for 
Health and Care Excellence (NICE) (64, 65). V zadnjem času se uporaba EKT v onkologiji 
uspešno širi tudi na področje zdravljenja globoko ležečih tumorjev, npr. primarnih in 
metastatskih tumorjev jeter, kolorektalnih tumorjev, tumorjev trebušne slinavke, prostate, 
požiralnika ter zasevkov v kosteh (66–73). 
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V veterinarski medicini se uporablja za zdravljenje kožnih, podkožnih in oralnih tumorjev pri 
psih (74–78) ter kožnih tumorjev pri mačkah (79), konjih (80, 81) in drugih vrstah ljubiteljskih 
živali, npr. belih dihurjih, podganah, afriških beloprsih ježih, želvah ter ljubiteljskih vrstah ptic 
(82–87). Pri določenih vrstah tumorjev pri psih dosežemo do 70 % (74) in pri mačkah do 80 % 
(79) popolnih odgovorov z minimalnimi lokalnimi in brez sistemskih stranskih učinkov. 
Protitumorska učinkovitost je obratno sorazmerna z volumnom tumorja; tumorji, ki so manjši 
od 2 cm3, na terapijo odgovarjajo bolje kot večji tumorji (16). V raziskavi, kjer so primerjali 
EKT s kirurškim zdravljenjem mastocitomov pri psih, so ugotovili, da so z EKT dosegli 70 % 
popolnih odgovorov, medtem ko je bil pri kirurškem zdravljenju uspeh 50-% (74). Tako je bilo 
dokazano, da je EKT pri manjših tumorjih enakovredna kirurškemu zdravljenju, ki velja za 
metodo izbire pri zdravljenju mastocitomov. Pri večjih tumorjih lahko s kombinacijo kirurške 
odstranitve in intraoperativne EKT izboljšamo izid zdravljenja (88). EKT je posebej primerna 
za zdravljenje solidnih tumorjev, kadar se lastniki živali ne odločijo za kirurški poseg oziroma 
se tumorji nahajajo na mestih, kjer bi bila popolna odstranitev nemogoča (npr. v bližini velikih 
krvnih žil, tumorji glave in okončin, perianalni tumorji) (16). Tudi v veterinarski medicini so 
bili nedavno opisani prvi primeri uporabe EKT pri globoko ležečih tumorjih, in sicer za 
zdravljenje nosnih tumorjev, kolorektalnega karcinoma in karcinoma ščitnice pri psu ter 




Cisplatin je derivat platine, ki deluje citotoksično prek različnih mehanizmov, predvsem pa z 
interakcijo s purinskimi bazami in posledično poškodbo DNA, ki ji sledi aktivacija različnih 
signalnih poti, ki povzročijo apoptozo celice (92). V veterinarski onkologiji ima pri psih 
protitumorski učinek pri zdravljenju osteosarkoma, karcinoma prehodnega epitelija, 
ploščatoceličnega karcinoma, melanoma, mezotelioma, karcinomatoze in tumorjev zarodnih 
celic (93). Pri intravenski uporabi je nefrotoksičen za pse, pri mačkah pa je kontraindiciran 
zaradi nastanka fulminantnega pljučnega edema (93). Intratumorska aplikacija cisplatina pri 
psih in mačkah je pri EKT varna in učinkovita (94).   
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BLM je citotoksični polipeptidni antibiotik, ki ga proizvaja Streptomyces verticullus (95). Je 
mešanica več kot desetih komponent, izmed katerih prevladujeta BLM A2 in BLM B2 (96). 
Zaradi svojih hidrofilnih lastnosti ima BLM izredno omejeno sposobnost prehajanja v 
citoplazmo celic; ker s pasivno difuzijo ne more prehajati skozi celično membrano, v notranjost 
celice vstopa le z endocitozo (97, 98). Znotraj celice se veže z ioni železa ali bakra in s kisikom, 
kar povzroči nastanek prostih radikalov ter posledično eno- in dvoverižne prelome DNA (99). 
BLM razgrajuje bleomicin hidrolaza (BLMH), encim, ki se nahaja v različnih tkivih. Toksična 
učinka BLM, ki omejujeta njegov odmerek pri človeku, sta pljučna fibroza in toksičen učinek 
na kožo (deskvamacija, hiperpigmentacija, pruritični eritem) in sta posledici relativno majhne 
količine BLMH v pljučnem tkivu ter koži (100). Aktivnost BLMH v tumorskem tkivu je eden 
glavnih mehanizmov odpornosti nekaterih tumorskih celic na BLM (96). Pri človeku se 60–70 
% BLM izloča v aktivni obliki skozi ledvice (101). 
BLM se v veterinarski medicini pri sistemski kemoterapiji uporablja redko; občasno je bila 
uporaba opisana pri dopolnilnem zdravljenju limfomov, oralnih ploščatoceličnih karcinomov, 
teratomov in nefunkcionalnih tumorjev ščitnice pri psih in mačkah (101). Danes je uporaba 
BLM v veterinarski onkologiji zelo omejena, v zadnjem desetletju je bilo opisano le uspešno 
zdravljenje akantomatoznega ameloblastoma z intratumorsko aplikacijo BLM (102). 
Področje, kjer je BLM nepogrešljiv, pa je EKT. Kadar pri psih, zdravljenih z EKT, uporabljamo 
intravensko aplikacijo BLM, je odmerek 0,3 mg/kg telesne mase, apliciran v počasnem bolusu; 
električne pulze dovajamo 8 do 10 minut po aplikaciji BLM (16). Ta odmerek in časovni okvir 
sta prenesena iz humane onkologije, kjer je časovni okvir za dovajanje pulzov od 8 do 28 minut 
po aplikaciji BLM, kar temelji na protitumorskem učinku, ugotovljenem pri sedmih pacientih 
(17).  
Nedavno so razvili analitsko metodo, ki temelji na LC-MS/MS, s katero lahko natančno 
določimo koncentracijo BLM v serumu in tumorskem tkivu (18). V predkliničnih raziskavah 
na miših so ugotovili, da ožiljenost tumorjev vpliva na koncentracijo BLM v tumorskem tkivu, 
zdravljenim z EKT. Koncentracija BLM v tumorjih pri miših ni korelirala s koncentracijo BLM 
v serumu, temveč je bila odvisna od vrste tumorja in gostote tumorskega žilja (103). 
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S to metodo so določili farmakokinetične lastnosti pri starejših bolnikih (> 65 let), zdravljenih 
z EKT (19) (Slika 2). Na podlagi rezultatov je bil predlagan nižji odmerek BLM (10.000 IU/m2) 
in daljši časovni okvir za dovajanje električnih pulzov (8 do 40 minut po aplikaciji BLM) (104). 
Rezultati prvih kliničnih raziskav kažejo, da ima EKT z nižjim odmerkom BLM primerljiv 
protitumorski učinek kot s standardnim odmerkom (15.000 IU/m2) (20, 21).  
 
Slika 2: Eliminacijska krivulja BLM v krvi pri starejših bolnikih, zdravljenih z EKT. Pri starejših bolnikih (> 65 
let) ima po intravenski aplikaciji BLM monofazno serumsko eliminacijsko krivuljo. Točkovne oznake prikazujejo 
povprečne vrednosti s pripadajočimi standardnimi odkloni. BLM-bleomicin, EKT-elektrokemoterapija. Povzeto 
po (19) 
Figure 2: Elimination curve of BLM in the blood of elderly patients treated with ECT. In elderly patients (> 65 
years), BLM has a monophasic serum elimination curve. The points represent mean values with corresponding 
standard errors of the mean. BLM-bleomycin, ECT-electrochemotherapy. Adapted from (19)  
 
V veterinarski medicini je bila edina raziskava o farmakokinetiki BLM izvedena leta 1979 na 
petih zdravih poskusnih psih (105), od takrat pa po naših podatkih ni bilo nobenih raziskav, pri 
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2.2.2 Genski elektroprenos IL-12 
 
GEP je sistemska imunoterapija, pri kateri z reverzibilno elektroporacijo v celice vnašamo 
plazmidno DNA z zapisom za terapevtski gen in tako povečamo proizvodnjo želenega proteina 
ter njegovo sproščanje v krvni obtok. Tkivi, ki sta najpogosteje uporabljeni za GEP, sta 
skeletno-mišično tkivo in koža. Prednost kože kot tarčnega organa za GEP je ta, da je dostopno 
veliko področje za zdravljenje, celice v različnih plasteh kože (dokazano keratinociti) pa so 
sposobne proizvajanja in sproščanja želenih beljakovin v krvni obtok (106, 107). Prav tako je 
v koži veliko antigen predstavitvenih celic (APC), ki imajo pomembno vlogo pri 
imunoterapijah in imunskem odzivu proti rakavim celicam (106). GEP se lahko kombinira z 
EKT, saj ubijata tumorske celice na različne načine; intratumorska EKT neposredno uničuje 
tumorske celice, medtem ko GEP v okolna tkiva transfecira zdrave celice in tako sistemsko 
okrepi protitumorski imunski odziv (106). 
Ena izmed najbolj raziskanih vrst GEP doslej je imunska terapija z IL-12, katere varnost in 
učinkovitost je bila dokazana v predkliničnih študijah na poskusnih živalih in translacijskih 
študijah na psih (6–8). IL-12 deluje protitumorsko na več načinov: spodbuja aktivacijo 
limfocitov T, podaljša njihovo preživetje, izboljša efektorsko delovanje limfocitov T in 
naravnih celic ubijalk ter spodbuja izločanje IFN-γ. Ta deluje neposredno na tumorske celice, 
saj  poveča  prepoznavanje poglavitnega histokompatibilnostnega kompleksa I (MHC I, angl. 
major histocompatibility complex I) na tumorskih celicah in omogoči spreminjanje 
zunajceličnega matriksa, kar povzroči zmanjšanje angiogeneze ter tumorske invazije; sproži 
tudi infiltracijo tumorja z makrofagi M1, ki delujejo protitumorsko (9, 10, 108) (Slika 3). 
Končni rezultat vseh navedenih procesov je upočasnjena rast tumorja in, končno, njegovo 
uničenje. Vzpostavi se dolgotrajna protitumorska imunost: v predkliničnih raziskavah na miših 
s ploščatoceličnim karcinomom so bile ozdravljene živali še 11 mesecev odporne na ponovni 
izrast tumorja, tudi če so jim vsak mesec v podkožje aplicirali enake tumorske celice (9). 
Podobne rezultate so pokazale tudi študije na tumorskem modelu fibrosarkoma (109). Poleg 
tega je bil pri melanomu pri človeku in ploščatoceličnem karcinomu pri psu dokazan tudi 
sistemski oddaljen učinek na nezdravljene tumorje in metastaze (11, 12). 
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Slika 3: Protitumorsko delovanje IL-12: IL-12 povzroči sproščanje IFN-γ iz naravnih celic ubijalk, CD4+ in 
CD8+ limfocitov. IFN-γ ima najpomembnejšo vlogo pri imunostimulacijskem delovanju IL-12; deluje na 
tumorske celice, makrofage, limfocite in endotelijske celice. IFN-γ-interferon gama, MHC I- poglavitni 
histokompatibilnostni kompleks I. Povzeto po (110) 
Figure 3: Antitumour effects of IL-12 : IL-12 induces the release of IFN-γ from natural killer cells and CD4+ 
and CD8+ T lymphocytes. IFN-γ is the main mediator of the immunostimulatory properties of IL-12 and has an 
important effect on macrophages, lymphocytes, tumour cells and endothelial cells. IFN-interferon gamma, MHC 
I-major histocompatibility complex I. Adapted from (110) 
 
Po GEP IL-12 so Pavlinova in sod. (111) preučevali histološke spremembe v mastocitomih 
zdravljenih psov. Po intratumorski aplikaciji plazmida so ugotovili zmanjšano število in 
degranulacijo tumorskih celic ter obsežne infiltracije tumorskega tkiva z limfociti in 
plazmatkami. Njihova opažanja so potrdila ugotovitve predhodnih raziskav na miših z 
melanomom (112, 113), kjer je bila po zdravljenju ugotovljena infiltracija tumorja s celicami T 
pomagalkami (CD4+ limfociti) in citotoksičnimi limfociti T (CD8+ limfociti). Podobno so 
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opazili pri konjih z melanomom, zdravljenimi zgolj z intratumorsko aplikacijo plazmida z 
zapisom za humani IL-12 brez GEP (114); v teh primerih je bila infiltracija predvsem 
peritumorska, prevladovali pa so CD4+ limfociti. Pri ljudeh z metastatskim melanomom, 
zdravljenih z GEP IL-12, pa so ugotovili tudi intratumorsko infiltracijo s CD4+ in CD8+ 
limfociti (11).  
Samostojna terapija z GEP IL-12 ima dokazano lokalno in sistemsko protitumorsko delovanje 
(9, 111, 115), uspešnost zdravljenja pa lahko povečamo s kombiniranimi pristopi, npr. z 
dodatnim obsevanjem (116) ali EKT (30). Serša in sod. (30) so razvili model, pri katerem 
uporabimo EKT kot in situ vakcinacijo, s peritumorsko GEP IL-12 pa pospešimo sprožen 
imunski odziv proti tumorskim antigenom, ki se sproščajo iz propadajočih tumorskih celic. 
Kombinacija zdravljenja z EKT in GEP IL-12 se že uporablja pri zdravljenju nekaterih 
tumorjev pri psih (8, 13, 15, 117). Pri zdravljenju mastocitomov pri psih se je izkazalo, da 
dodatno zdravljenje z GEP s peritumorsko aplikacijo plazmida z zapisom za humani IL-12 
izboljša odstotek popolnih odgovorov na 72 % v primerjavi z 62 %, če zdravimo samo z EKT 
(8). Lamprehtova in sod. (118) so pozneje razvili plazmid z zapisom za pasji IL-12, ki smo ga 
uporabili pri zdravljenju psov z oralnim melanomom, kjer se je kombinacija EKT in GEP IL-
12 izkazala za podobno uspešno kot obsevanje (13).  
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2.3 RAK IN IMUNSKI ODZIV  
  
2.3.1 Vloga imunskega sistema pri tumorskih obolenjih 
 
Imunski sistem ima pomembno vlogo tako pri obrambi pred tumorji kot v procesu njihovega 
napredovanja in zasevanja. V zadnjih letih je imunoterapija postala eden izmed najbolj 
obetavnih načinov zdravljenja raka. Z odkritjem imunskih kontrolnih točk in molekularnih tarč 
postaja zdravljenje vedno bolj specifično in prilagojeno vsakemu bolniku posebej. Kljub 
izjemnemu napredku pa so popolne ozdravitve redke in je večina zdravljenj primerna le za 
manjšino bolnikov, odgovori pa so pogosto kratkotrajni. Neuspešnost imunoterapije in 
napredovanje tumorjev je posledica pobega tumorskih celic imunskemu sistemu (119).  
Razmerje med tumorjem in imunskim sistemom je razloženo s hipotezo imunskega urejanja 
(angl. immunoediting), ki pojasnjuje tesno povezavo med tumorjem in imunskim sistemom ter 
dvojno vlogo imunskega sistema pri rakavih obolenjih (120). Imunsko urejanje poteka v treh 
fazah: uničenje, ravnovesje in pobeg (Slika 4). V fazi uničenja imunski sistem prepozna in 
uniči tiste tumorske celice, ki izražajo tumorske antigene. Tumorske celice, ki so manj 
imunogene, se lahko fazi uničenja izognejo in vstopijo v fazo ravnovesja. V tej fazi se lahko 
naprej delijo in, naključno ali kot posledica imunsko povzročenega vnetja, pridobivajo nove 
mutacijske spremembe. V tem času se vzdržuje ravnovesje med imunskim nadzorom in rastjo 
tumorja, zato bolezen navidezno miruje. Vendar ti procesi sčasoma omogočijo tumorjem, da 
oslabijo sposobnost imunskega sistema, da ta uniči tumorske celice. To lahko dosežejo bodisi 
z zmanjšanjem izražanja tarčnih antigenov bodisi z imunosupresivnim delovanjem. Na tej 
stopnji se začne faza pobega tumorja, ki se pokaže kot klinično zaznavna bolezen (120). 
Tumorske celice uporabljajo različne načine za izogibanje imunskemu odzivu: sprožanje 
povečane proliferacije Treg, zmanjšano izražanje tumorskih antigenov, izločanje 
imunosupresivnih dejavnikov (npr. transformirajoči rastni dejavnik beta (TGF-β, angl. 
transforming growth factor β), TNF-α, IL-1, IL-6, CSF-1, IL-8, IL-10 in interferonov tipa I), 
izražanje PD-1 in PD-L1, povzročanje apoptoze specifičnih CD8+ limfocitov (120). 
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Slika 4: Faze imunskega urejanja: V fazi uničenja limfociti T in B uničijo tumorske celice, ki izražajo tumorske 
antigene. Nekatere tumorske celice se fazi uničenja izognejo in vstopijo v fazo ravnovesja. Sčasoma lahko 
pobegnejo imunskemu nadzoru in se naprej delijo, kar povzroči povečanje tumorske mase. Treg-regulatorni 
limfociti T. Povzeto po (121) 
Figure 4: Phases of immunoediting: In the elimination phase, T and B lymphocytes cause the elimination of tumour 
cells. Some of them avoid elimination and enter the equilibrium phase. Eventually, the cells can escape from 
immunosurveillance and grow, allowing tumour mass expansion. Treg-regulatory T cells. Adapted from (121) 
 
2.3.2 Celice T pomagalke in citotoksični limfociti T 
 
Limfociti T imajo pomembno vlogo pri celični imunosti. Nastajajo v kostnem mozgu in nato 
kot nezrele prekurzorske celice potujejo v timus, kjer se pred vstopom v krvni in limfni obtok 
v skorji timusa diferencirajo v CD4+ ali CD8+ limfocite. CD4+ limfociti (limfociti Th1 in Th2) 
na membrani izražajo CD4 (angl. cluster of differentiation 4) in z izločanjem citokinov 
uravnavajo delovanje imunskega odziva. Limfociti Th1 po stimulaciji izločajo IFN-γ, TGF-β, 
TNF-α in IL-2. Ti citokini aktivirajo in spodbujajo nastanek CD8+ limfocitov. CD8+ limfociti 
na svoji membrani izražajo CD8 in ubijajo tumorske celice ter celice, okužene z virusi  (122).  
Imunosupresivni učinki tumorjev pogosto povzročijo neravnovesje v subpopulacijah limfocitov 
T v tumorskem mikrookolju in krvi. Dokazano je bilo, da imajo psi z različnimi vrstami 
tumorjev (limfom, karcinom, mastocitom, različne vrste sarkomov, melanom) nižji odstotek ali 
število CD8+ limfocitov v krvi kot zdravi psi (23, 25, 123, 124), psi s karcinomom in limfomom 
pa tudi nižji odstotek ali število CD4+ limfocitov v krvi (123, 124). Tekom kemoterapije se je 
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pri psih z limfomom absolutno število in odstotek CD4+ in CD8+ limfocitov povišalo na 
normalno vrednost (124). Pri psih z osteosarkomom niso opazili korelacije med odgovorom na 
zdravljenje in odstotkom ali absolutnim številom teh celic v krvi (23).  
Vpliv GEP IL-12 na subpopulacije limfocitov v periferni krvi je bil doslej ovrednoten le v 
predkliničnih raziskavah na miših, kjer so zaznali povišanje odstotka spominskih CD4+ in 
CD8+ limfocitov (125). 
 
2.3.3 Regulatorni limfociti T 
 
Treg spadajo v subpopulacijo limfocitov T, ki povzroča zavoro imunskega odziva z delovanjem 
na aktivnost drugih vrst celic imunskega sistema, predvsem limfocitov T (122). Povečana 
proliferacija in diferenciacija Treg pri tumorskih obolenjih je posledica sproščanja vaskularnega 
endotelijskega rastnega dejavnika (VEGF, angl. vascular endothelial growth factor), IL-10 in 
TGF-β iz tumorskih celic. Ti citokini zavirajo diferenciacijo in funkcijo dendritičnih celic, kar 
posledično spodbuja proliferacijo Treg (126).  
Zavora imunskega sistema, ki jo v tumorskem mikrookolju povzročajo Treg in druge celice 
zaviralke, je pomemben mehanizem pri pobegu tumorjev imunskemu sistemu in ključna ovira 
pri zdravljenju z imunoterapijo (30, 120). Povečano izločanje nekaterih citokinov (IL-10, TGF-
β) in kemokinov iz tumorskih celic sproži proliferacijo Treg, ki imajo večjo sposobnost zaviranja 
imunskega odziva kot naravno prisotne Treg (127, 128). V tumorju in njegovi okolici delujejo 
tako, da zmanjšujejo aktivnost CD4+ in CD8+ limfocitov T ter naravnih celic ubijalk (129). V 
predkliničnih raziskavah so dokazali, da ima sistemska inaktivacija Treg s protitelesi proti CD25 
neposreden vpliv na učinkovitost imunoterapije GEP plazmida z zapisom za granulocitne in 
makrofagne kolonije stimulirajoči dejavnik (GM-CSF, angl. granulocyte macrophage-colony 
stimulating factor) in kostimulatorne molekule B7-1 (130). Kombinirano zdravljenje je uspešno 
zmanjšalo tudi oddaljene zasevke melanoma pri miših (131). 
Delež Treg se ne poviša samo v tumorskem mikrookolju in okolnem tkivu. Dokazali so, da se 
tako pri ljudeh (126) kot pri psih (22–25) z rakavimi obolenji poviša odstotek Treg v krvi in da 
pri nekaterih vrstah tumorjev odstotek ali število Treg sovpada s kliničnim stadijem, stopnjo 
malignosti ali napredovanjem bolezni (26–28). Pri psih z osteosarkomom niso ugotovili 
povezave med odstotkom Treg v krvi in prognozo, vendar so imeli oboleli psi znižano razmerje 
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med odstotkoma CD8+ limfocitov in Treg (CD8+/Treg) v krvi; v omenjeni raziskavi je bilo 
znižano razmerje CD8+/Treg v krvi povezano s slabšo prognozo (23). O'Neill in sod. (25) so 
razmerje CD8+/Treg v krvi primerjali pri psih z različnimi vrstami tumorjev (sarkomi, 
karcinomi, limfomi, mastocitomi, melanomi) in pri zdravih psih. Ugotovili so, da so imeli psi 
s tumorji nižje razmerje CD8+/ Treg v krvi kot zdravi psi; ko pa so pse razdelili v skupine glede 
na vrsto tumorjev, so opazili značilno razliko le pri psih s karcinomi. Ugotovitve so v skladu z 
rezultati iz humane onkologije, kjer razmerje CD8+/Treg povezujejo s slabšo prognozo 
predvsem pri epitelnih tumorjih (132–135). 
Povezava med vplivom različnih vrst imunoterapije na delež Treg v tumorju in periferni krvi še 
ni popolnoma razjasnjena. Imunoterapija z IL-2 se uporablja pri zdravljenju pacientov z 
virusom imunske pomanjkljivosti (HIV, angl. human immunodeficiency virus) in pri nekaterih 
vrstah rakavih obolenj. Ugotovili so, da se je po zdravljenju različnih vrst tumorjev povišal 
delež Treg v krvi in tumorskem mikrookolju (126), kar je povzročilo dvome glede učinkovitosti 
zdravljenja. V in vitro razmerah je IL-12 zmanjšal proliferacijo Treg (29). V predkliničnih in 
kliničnih raziskavah so ocenjevali prisotnost Treg v tumorskem tkivu po zdravljenju z GEP IL-
12. Število Treg se je začasno sicer zmanjšalo, a je nato do 4-kratno naraslo od 3 do 10 dni po 
zdravljenju (14, 136). Vpliv GEP IL-12 na dinamiko Treg v periferni krvi še ni raziskan. 
 
2.3.4 Receptor in ligand programirane celične smrti 1  
 
PD-1 je transmembranski protein, ki spada v družino imunoglobulinov CD28. Je eden 
najpomembnejših zaviralnih koreceptorjev, ki jih na membrani izražajo limfociti T. Izraža se 
tudi na limfocitih B, monocitih, naravnih celicah ubijalkah in dendritičnih celicah. Aktivacija 
limfocitov T in B, monocitov in dendritičnih celic sproži izražanje PD-1 na plazmalemi in s 
tem omeji trajanje in obseg pridobljenega imunskega odziva (137).  
PD-L1 je koinhibitorna molekula, ki spada v skupino transmembranskih proteinov B7. mRNA 
za PD-L1 je izražena v različnih vrstah celic: limfocitih T in B, monocitih, plazmacitoidnih in 
mieloidnih dendritičnih celicah ter drugih vrstah nehematopoetskih celic, npr. epitelijskih in 
endotelijskih celicah ter celicah Langerhansovih otočkov trebušne slinavke. Konstitutivno 
izražanje PD-L1 so v nizkih koncentracijah dokazali na limfocitih, antigen predstavitvenih 
celicah, celicah roženice in Langerhansovih otočkov ter sinciciotrofoblastih (137, 138).  
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PD-1 in PD-L1 predstavljata t.i. imunske kontrolne točke (angl. immune checkpoint 
molecules), ki zavirajo imunski odziv. PD-1 negativno uravnava signalno pot TCR in zavira 
izločanje citokinov IFN-γ, IL-2 in TNF-α ter proliferacijo celic, kar v normalnih razmerah 
omogoča uravnavanje imunskega odziva in ščiti organizem pred pretiranimi imunskimi 
reakcijami (139) (Slika 5). Moteno delovanje imunskih kontrolnih točk lahko povzroči 
hiperimunsko reakcijo ali trajen vnetni odziv, kar vodi v avtoimune ali kronične vnetne bolezni. 
Vezavo PD-L1 na PD-1 pa izkoriščajo tudi rakave celice za pobeg imunskemu sistemu (139).  
Izražanje PD-L1 je povišano pri številnih tumorskih celicah in limfocitih, ki infiltrirajo tumor, 
prav tako pa se na omenjenih limfocitih poviša tudi izražanje PD-1. Vezava PD-L1 na PD-1 
omogoča pobeg tumorskih celic imunskemu sistemu, saj zavira aktivacijo in proliferacijo CD8+ 
limfocitov T, izločanje citokinov ter povzroči apoptozo tumorsko specifičnih limfocitov T. 
Izčrpanje zalog CD8+ limfocitov povzroči lokalno imunosupresijo in prispeva k razvoju 
tumorskega mikrookolja (31–33).  
Pri človeku je bilo izražanje PD-L1 v tumorskem mikrookolju v številnih raziskavah povezano 
s slabšo prognozo, hitrejšim napredovanjem bolezni in krajšo dobo preživetja bolnikov z 
različnimi vrstami tumorjev (33–38). V posameznih raziskavah pa je bilo visoko izražanje PD-
1 (140) ali PD-L1 (140–142) povezano z ugodnejšo prognozo. Imunoterapija s protitelesi proti 
PD-1 (nivolumab) ali PD-L1 (pembrolizumab) je pokazala spodbudne rezultate pri zdravljenju 
bolnikov z melanomom, metastatskim karcinomom ledvic in mehurja ter nedrobnoceličnim 
rakom pljuč (143–147). Ameriška vladna ustanova za nadzorovanje hrane in živil (FDA, angl. 
Food and Drug Administration) je odobrila nivolumab za zdravljenje neresektabilnega ali 
metastatskega melanoma, nedrobnoceličnega raka pljuč, Hodgkinsovega limfoma in karcinoma 
pljuč, pembrolizumab pa je odobren za zdravljenje melanoma in nedrobnoceličnega raka pljuč 
(148). Kombinacija nivolumaba ali pembrolizumaba z EKT je bila preskušena pri zdravljenju 
neresektabilnega ali metastatskega melanoma z obetavnimi rezultati (149). 
Pri psih je izražanje PD-1 in PD-L1 povišano v številnih tumorjih, npr. oralnem melanomu, 
osteosarkomu, hemangiosarkomu, mastocitomu, limfomu idr. (32, 40, 41, 150). V predkliničnih 
raziskavah so ugotovili, da je visoko izražanje PD-1 in PD-L1 na pasjih tumorskih celicah 
povezano z odpornostjo na kemoterapijo (150).  
V veterinarski medicini se protitelesa proti PD-1 in PD-L1 za zdravljenje tumorjev rutinsko še 
ne uporabljajo. Coy in sod. (151) so razvili pasje protitelo proti PD-1, ki je v predklinični 
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raziskavi uspešno blokiralo PD-1 in spodbudilo aktivacijo limfocitov T. Maekawa in sod. (152) 
pa so razvili prvo protitelo proti pasjemu PD-L1 in ga uporabili pri zdravljenju manjše skupine 
psov z metastatskim oralnim melanomom in nediferenciranim sarkomom. Zdravljenje se je 
izkazalo za varno, učinkovitost pa primerljiva s tisto pri ljudeh. 
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Slika 5: Vloga PD-1 in PD-L1 pri aktivaciji, izčrpanju in efektorskem delovanju limfocitov T: A-limfociti T se 
aktivirajo prek vezave MHC in peptidnega antigena na TCR in povezave CD80/86 na APC s CD28 na limfocitu 
T. Pri aktivaciji limfocita T se začne izražati PD-1. B-pri kroničnih okužbah ali stalni antigenski stimulaciji se PD-
L1 veže na PD-1, kar zavre delovanje limfocitov T in zmanjša nevarnost poškodbe zdravih tkiv. Tumorske celice 
izražajo PD-L1, da zavrejo delovanje limfocitov T, ki bi jih sicer lahko uničili. C-blokiranje PD-1/PD-L1 signalnih 
poti omogoča limfocitom T, da ohranijo svoje efektorsko delovanje. Pri bolnikih z rakom lahko aktivirani limfociti 
T uničijo tumorske celice in izločajo citokine, ki aktivirajo ali privabijo druge celice imunskega sistema, ki 
sodelujejo pri protitumorskem odzivu. APC-antigen predstavitvena celica, IFN-γ-interferon gama, MHC-
poglavitni histokompatibilnostni kompleks I, PD-1-receptor programirane celične smrti 1, PD-L1-ligand 1 za 
receptor programirane celične smrti 1, TCR-T-celični receptor. Povzeto po (153) 
Figure 5: Role of PD-1 and PD-L1 in T-cell activation, exhaustion and effector function: A-T cells are activated 
by binding MHC plus peptide on an APC to the TCR and then binding an APC CD80/86 to T-cell CD28. Upon 
T-cell activation, PD-1 expression is induced. B-in chronic infection or persistent stimulation, PD-L1 signals 
through T-cell PD-1 to »turn off« T cells to minimize damage to healthy tissue. Tumour cells can upregulate PD-
L1 to “turn off” T cells that might destroy them. C-blocking the PD-1/PD-L1 signaling pathway allows T cells to 
maintain their effector functions. In patients with cancer, activated tumour-specific T cells can kill tumour cells 
and secrete cytokines that activate/recruit other immune cells to participate in the antitumour response. APC-
antigen-presenting cell, IFN-γ-interferon gamma, MHC-major histocompatibility complex, PD-1-programmed 
cell death-1, PD-L1-programmed cell death-1 ligand 1, TCR-T-cell receptor. Adapted from (153) 
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2.4 KAKOVOST ŽIVLJENJA PACIENTOV V VETERINARSKI MEDICINI 
 
Kakovost življenja pacientov v veterinarski medicini ni natančno opredeljena; v literaturi 
zasledimo več razlag, na splošno pa pomeni vidike življenja živali, zaradi katerih je njihovo 
življenje boljše ali slabše (154). Kakovost življenja, povezana z zdravjem (HRQoL, angl. 
health-related quality of life), je ožji izraz, ki označuje specifičen vpliv zdravstvenega stanja na 
zdravje posameznika (155). V onkologiji HRQoL pomeni učinke raka in njegovega zdravljenja 
na delovanje telesa in počutje posameznika (42). Podatki o HRQoL lahko pomagajo pri 
sprejemanju odločitev o zdravljenju, zagotavljajo prognostične podatke, utrdijo odnos med 
lastnikom živali in veterinarjem ter pomagajo pri oceni vpliva novih zdravljenj v kliničnih 
raziskavah (42, 156).  
V humani medicini je kakovost življenja že več kot petdeset let uveljavljena kot eden izmed 
glavnih ciljev in pomemben dejavnik pri odločanju v kliničnih raziskavah ter pri zdravljenju 
raka. V veterinarski medicini je področje kakovosti življenja postalo pomembno v zadnjih dveh 
desetletjih. V tem času so razvili vprašalnike za oceno HRQoL psov s kronično bolečino (154), 
nevrološkimi in mišično-skeletnimi boleznimi (157), poškodbami hrbtenjače (158), 
kardiološkimi obolenji (159, 160), debelostjo (161), sladkorno boleznijo (162), Cushingovim 
sindromom (163), epilepsijo (164, 165), kožnimi boleznimi (166, 167) in portosistemskim 
obvodom (168). Na področju veterinarske onkologije so ovrednotili HRQoL psov s tumorji 
mlečne žleze (169) in pri živalih z različnimi vrstami tumorjev (42), zdravljenih s kemoterapijo 
(170, 171), zaviralci tirozin kinaze (172) in obsevanjem (173, 174).  
V humani medicini so že ocenjevali HRQoL pri bolnikih z rakom, zdravljenih z ireverzibilno 
elektroporacijo (175) in EKT (64), v veterinarski medicini pa so HRQoL nedavno ovrednotili 




N. Milevoj: Vrednotenje postopkov elektrokemoterapije in genskega elektroprenosa … pri psih. 37 
Ljubljana: UL, Veterinarska fakulteta, 2020. Doktorska disertacija 
 
 
3 MATERIAL IN METODE 
 
Raziskave so potekale v okviru klinične študije ˝Kombinacija kirurgije ali elektrokemoterapije 
in genskega elektroprenosa gole plazmidne DNA z zapisom za pasji interlevkin-12 za 
zdravljenje oralnih in kožnih tumorjev psov˝ (dovoljenje št. U34401-24/2014/4). Lastniki psov 
so pred začetkom zdravljenja prejeli Pojasnilo lastniku (Priloga 1) in za sodelovanje v klinični 
študiji podpisali soglasje (Priloga 2). 
 
 
3.1 FARMAKOKINETIKA BLEOMICINA V KRVI PSOV 
 
3.1.1 Psi, vključeni v raziskavo 
 
V raziskavo smo vključili 23 psov z različnimi histopatološko diagnosticiranimi tumorji, ki so 
bili zdravljeni z EKT z intravensko aplikacijo BLM (0,3 mg/kg t.m.) in GEP IL-12 (Tabela 1). 
Pse smo vključili v raziskavo, ko smo v skladu z operativnimi postopki EKT v veterinarski 
medicini (16) predvideli EKT z intravensko aplikacijo BLM. 
 
Tabela 1: Psi, vključeni v raziskavo farmakokinetike BLM 
Table 1: Dogs, included in the analysis of BLM pharmacokinetics 










1 Ameriški staffordshirski 
terier 
Ž 6 27,3 0,909 MCT 
2 Ameriški staffordshirski 
terier 
Ž 9 25,0 0,864 MCT 
3 Mešanec M 9 38,0 1,142 FSA 
4 Bulterier Ž 13 20,0 0,744 MCT 
5 Nemški bokser Ž 6 27,0 0,909 MCT 
6 Francoski buldog Ž 9 14,4 0,587 MCT 
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7 Nemški lovski terier Ž 9 11,3 0,5 MCT 
8 Mešanec Ž 6 12,4 0,529 MCT 
9 Koker španjel M 10 11,0 0,5 OM 
10 Mešanec M 9 24,5 0,84 FSA 
11 Mešanec Ž 8 35,7 1,081 MCT 
12 Mešanec Ž 5 12,6 0,529 MCT 
13 Labradorec M 9 44,9 1,259 MCT 
14 Mešanec Ž 13 34,9 1,06 MCT 
15 Weimarski ptičar Ž 5 29,9 0,953 MCT 
16 Baset Ž 7 29,9 0,953 MCT 
17 Veliki šnavcer M 10 47,0 1,316 AHŽ 
18 Beagle Ž 10 17,3 0,668 MPNST 
19 Pitbul M 11 32,6 1,018 MCT 
20 Labradorec Ž 8 32,9 1,018 MCT 
21 Senžermenski ptičar Ž 10 29,8 0,953 HPC 
22 Terier parson jack russell M 13 10,0 0,469 MCT 
23 Mali angleški hrt Ž 11 10,8 0,469 HPC 
BLM-bleomicin, M-moški, Ž-ženski, MCT-mastocitom, FSA-fibrosarkom, OM-oralni melanom, AHŽ-adenom 
hepatoidnih žlez, MPNST-maligni tumor ovojnic perifernih živcev, HPC-hemangiopericitom 
BLM-bleomycin, M-male, Ž-female, MCT-mast cell tumour, FSA-fibrosarcoma, OM-oral melanoma, AHŽ-
hepatoid gland adenoma, MPNST-malignant peripheral nerve sheath tumour, HPC-hemangiopericytoma 
 
Vključeni so bili psi različnih pasem, spolov (16 samic, 7 samcev) in starosti (5 do 13 let, 
povprečna starost 9,1 ± 2,4 let) z različnimi histopatološko diagnosticiranimi tumorji. 
Prevladovali so psi z mastocitomi (16/23, 69,6 %), manj je bilo psov s fibrosarkomi (2/23, 8,7 
%) in hemangiopericitomi (2/23, 8,7 %). Pri 3/23 (13 %) psov so bili ugotovljeni drugi tipi 
tumorjev. Psi so tehtali med 10,0 in 47,0 kg (povprečna telesna masa 24,7 ± 2,0 kg), njihova 
izračunana telesna površina (177) pa je bila med 0,469 in 1,316 m2 (povprečna telesna površina 
0,84 ± 0,26 m2).  
Pse smo razdelili v skupine glede na: 
a) telesno maso: pse s telesno maso, manjšo ali enako 25 kg, smo uvrstili v skupino majhnih 
psov, tiste s telesno maso, večjo od 25 kg, pa v skupino velikih psov (178, 179).  
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b) starost, prilagojeno telesni masi: pse smo uvrstili v dve starostni skupini, prilagojeni njihovi 
telesni masi (Tabela 2). Razdelitev je bila povzeta po Cattai in sod. (180). 
 
Tabela 2: Razdelitev psov glede na starost, prilagojeno telesni masi 
Table 2: Distribution of dogs, according to the size-related age 
Skupina Telesna masa (kg) Starost (leta) 
Starejši psi 
≤ 9 ≥ 11 
9–25 ≥ 10 
25–40 ≥ 9 
> 40 ≥ 8 
Mlajši psi 
≤ 9 < 11 
9–25 < 10 
25–40 < 9 
> 40 < 8 
 
 
3.1.2 Protokol zdravljenja 
 
Pred zdravljenjem smo tumor izmerili v treh pravokotnih projekcijah (a, b, c) in izračunali 
njegovo prostornino z enačbo: 
𝑉 = 𝑎 𝑥 𝑏 𝑥 𝑐 𝑥 𝜋 ÷ 6 
Pred prvim zdravljenjem smo psom iz v. jugularis ali v. cephalice odvzeli kri za meritve 
hematoloških in biokemijskih parametrov. Za meritve hematoloških parametrov (krvna slika z 
diferencialno belo krvno sliko) smo vzorce krvi odvzeli v 0,5-ml epruvete z dodanim 
antikoagulantom dikalijeva sol etildiamintetraocetne kisline (K2EDTA, BD Microtainer, 
Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ, ZDA). Analizo smo opravili v eni uri po odvzemu 
vzorcev krvi z avtomatskim hematološkim analizatorjem (ADVIA 120, Siemens, München, 
Nemčija), ki deluje na principu pretočne citometrije z lasersko svetlobo in je namenjen za 
uporabo v veterinarski medicini. 
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Za pridobitev seruma, v katerem smo določili biokemijske parametre, smo vzorce krvi odvzeli 
v 4-ml epruvete z gelom in dodanim aktivatorjem koagulacije krvi (Vacuette, Greiner Bio-One 
International GmbH). Vzorce krvi smo pustili stati 30 minut pri sobni temperaturi in jih nato 
centrifugirali 10 minut pri 1300 x g pri sobni temperaturi. Serum smo uporabili za merjenje 
koncentracij glukoze, sečnine, kreatinina, skupnih beljakovin, albuminov, kalcija (Ca), natrija 
(Na), kalija (K), klorida (Cl) in aktivnosti alanin-aminotransferaze (ALT), aspartat-
aminotransferaze (AST), alkalne fosfataze (ALP) ter kreatin kinaze (CK). Preiskave smo 
opravili v dveh urah po odvzemu krvnih vzorcev. 
Biokemijske parametre, razen elektrolitov (Na, K, Cl), smo izmerili spektrofotometrično z 
avtomatskim biokemijskim analizatorjem (RX Daytona, Randox, Crumlin, Velika Britanija). 
Uporabili smo tovarniško izdelane reagenčne komplete (Randox). 
Koncentracije Na, K in Cl smo izmerili z analizatorjem za elektrolite (ILyte, IL-Instrumentation 
Laboratory, Lexington, MA, ZDA), ki deluje po principu ionoselektivnih elektrod. 
V serumu smo, v dveh urah po odvzemu vzorcev, semikvantitativno določili tudi koncentracijo 
pasje pankreasne specifične lipaze, pri čemer smo uporabili hitri test (SNAP-cPL, Idexx, 
Westbrook, ME, ZDA), ki deluje na osnovi testa ELISA. 
Poseg smo izvajali v splošni anesteziji. Pse smo premedicirali z intravensko (i.v.) aplikacijo 
midazolama (Midazolam Torrex, Torrex Pharma GesmbH, Dunaj, Avstrija; 0,1 mg/kg) in 
metadona (Comfortan, Dechra, Northwich, Velika Britanija; 0,2 mg/kg) ter uvedli v splošno 
anestezijo s propofolom (Norofol, Norbrook Laboratories, Newry, Severna Irska; 3–6 mg/kg 
i.v.). Anestezijo smo vzdrževali z 1,5–2 vol. % (nastavitev na hlapilniku) izoflurana (Isoflurin, 
Vetpharma Animal Health, Barcelona, Španija) v kisiku. Po uvodu v anestezijo smo psom 
aplicirali karprofen (Rycarfa, Krka, Novo mesto, Slovenija, 4 mg/kg i.v.). Med anestezijo so 
psi dobivali infuzijo 0,9-% NaCl (B. Braun, Melsungen, Nemčija) v odmerku 5 ml/kg/h. Psi so 
med anestezijo dihali spontano. Krvni pritisk smo neinvazivno merili z Dopplerjevim merilcem 
krvnega tlaka (model 811, Parks Medical Electronics, Beaverton, OR, ZDA). Z 
večparametričnim monitorjem (BLT M9000 VET, Guangdong Biolight Meditech, Zhuhai, 
Kitajska) smo spremljali zasičenost hemoglobina arterijske krvi s kisikom (SpO2), delni tlak 
ogljikovega dioksida na koncu izdiha (PE'CO2), temperaturo požiralnika in 
elektrokardiografsko aktivnost srca. 
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Psom smo po vzpostavitvi splošne anestezije aplicirali BLM (Bleomycinum, Heinrich Mack 
Nachf, GmbH, Illertissen, Nemčija) v odmerku 0,3 mg/kg i.v.; 8 minut po aplikaciji BLM smo 
začeli z elektrodami na ali v tumor dovajati električne pulze (generator pulzov: Cliniporator, 
IGEA S.r.l., Carpi, Italija) (Slika 6).  
 
Slika 6: Generator električnih pulzov (Cliniporator, IGEA S.r.l.): Opremo sestavljata generator električnih pulzov 
z ekranom in stopalka za sprožanje električnih pulzov. 
Figure 6: Generator of electrical pulses (Cliniporator, IGEA S.r.l.): The equipment consists of a generator of 
electrical pulses, a display and a footswitch for electrical pulse activation.  
 
Izbira elektrod je bila prilagojena vsakemu pacientu posebej; pri majhnih in površinskih 
tumorjih smo uporabili ploščate elektrode (Slika 7A), medtem ko smo za globlje, večje ali 
infiltrativno rastoče tumorje uporabili linearne ali naprstne igelne (Slike 7B, 7C, 7E in 7F) ali 
heksagonalne igelne elektrode (Slika 7D). Parametri za dovajanje pulzov so bili naslednji: 8 
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unipolarnih električnih pulzov dolžine 100 µs, razmerje med amplitudo in razmikom med 
elektrodama 1300 V/cm, frekvenca 5 kHz. Po dovajanju električnih pulzov smo parametre 
spremljali  prek računalniškega programa, povezanega z generatorjem. Zdravljenje smo izvajali 
v skladu s standardnimi operativnimi postopki EKT (16). 
 
Slika 7: Vrste elektrod, uporabljenih za EKT: A-ploščate elektrode, B, C-linearne igelne elektrode, D-
heksagonalne igelne elektrode, E, F-naprstne igelne elektrode. Povzeto po (55)  
Figure 7: Types of electrodes, used for ECT: A-plate electrodes, B, C-linear needle electrodes, D-hexagonal 
electrodes, E, F-finger electrodes with perpendicular needles. Adapted from (55) 
 
3.1.2.2 Genski elektroprenos IL-12 
 
Psom smo intradermalno na dve mesti v bližini tumorja injicirali 2 mg plazmida z zapisom za 
pasji IL-12 (pCMVcaIL-12), raztopljenega v vodi brez endotoksinov (Qiagen, Hilden, 
Nemčija). Električne pulze smo dovajali takoj po aplikaciji plazmida z MEA (angl. multi-
electrode array) elektrodami (181). Parametri za dovajanje pulzov so bili naslednji: 24 pulzov 
dolžine 150 ms, razmerje med amplitudo in razmikom med elektrodama 170 V/cm, frekvenca 
5,64 Hz. 
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Štiri tedne po zdravljenju smo tumor ponovno izmerili in glede na izračunano prostornino 
ocenjevali odgovor na zdravljenje po kriterijih RECIST (182). Odgovor na zdravljenje smo 
uvrstili v štiri skupine:  
 popolni odgovor (CR, angl. complete response): izginotje tumorja,  
 delni odgovor (PR, angl. partial response): vsaj 30-% zmanjšanje tumorja,  
 stabilna bolezen (SD, angl. stable disease): zmanjšanje tumorja za manj kot 30 % ali 
povečanje za manj kot 20 %, 
 napredovala bolezen (PD, angl. progressive disease): vsaj 20-% povečanje tumorja. 
 
Kadar odgovora nismo definirali kot CR, smo EKT in GEP IL-12 ponovili čez 1–2 meseca, če 
je veterinar nadaljnje zdravljenje ocenil kot smiselno in je lastnik s tem soglašal.  
 
3.1.3 Jemanje vzorcev krvi 
 
Iz v. jugularis ali v. cephalice smo odvzeli vzorce krvi v 4-ml epruvete z dodanim aktivatorjem 
koagulacije krvi (Vacuette, Greiner Bio-One International GmbH) ob časovnih točkah tik pred 
aplikacijo in 5, 10, 20, 30 ter 60 ali 120 minut po aplikaciji BLM. Vzorce krvi smo pustili stati 
30 minut pri sobni temperaturi in jih nato centrifugirali 10 minut pri 1300 x g pri sobni 
temperaturi. Serum smo odpipetirali v epruvete, zamrznili pri -20 °C in ga v enem mesecu 
analizirali na Institutu Jožefa Stefana (IJS).  
 
3.1.4 Priprava in analiza vzorcev 
 
Analizo smo opravili na Odseku za znanosti o okolju IJS.  
Vzorce seruma smo pripravili za analizo z ekstrakcijo na trdni fazi z Oasis HLB 30 mg/1 ml 
kartušami (Waters Corp., Milford, MA, ZDA). Polimerno reverzno stacionarno fazo (sorbent) 
smo sprali z 1 ml metanola in uravnotežili z enakim volumnom 0,1-% mravljične kisline. 50 µl 
vzorca smo razredčili z 0,1-% mravljično kislino do 3 ml in filtrirali skozi 0,45 µl filtre iz 
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celuloznega acetata. Sledila je vezava na stacionarno fazo in sušenje (30 minut) pod vakuumom, 
BLM pa smo nato sprali z 0,5 ml raztopine MiliQ vode in metanola (6/4) ter dvakrat po 0,5 ml 
raztopine acetonitrila. Potem smo ekstrakte vzorcev koncentrirali do 1 ml z dušikom in jih 
zamrznili do analize, ki je bila opravljena v enem mesecu po pripravi. Epirubicin s končno 
koncentracijo 50 ng/ml smo uporabili kot interni standard, ki smo ga dodali ekstraktom vzorcev 
tik pred analizo. 
BLM smo kvantitativno določili z LC-MS/MS, in sicer s tekočinskim kromatografom 
ultravisoke ločljivosti (Nexera X2, Shimadzu Corp., Japonska), sklopljenim s hibridnim 
kvadrupolnim masnim analizatorjem z detektorjem na zajetje ionov (QTRAP® 4500, Sciex, 
Nemčija). LC je bil opremljen z binarno črpalko in samodejnim vzorčevalnikom. Volumen 
injiciranega vzorca je bil 5 µl. Ločbo smo dosegli pri 40 °C z uporabo 5 cm Acquity UPLC® 
BEH Amide (Waters Corp.) kolone, z velikostjo delcev 1,7 µm in notranjim premerom 2,1 mm. 
Pri tem smo uporabili mobilni fazi: 10 mM amonijev format v 0,1 % mravljične kisline in 
acetonitril, s celokupno hitrostjo pretoka 0,3 ml/min. Začetni gradient je bil 95 % acetonitrila, 
ki se je v dveh minutah zmanjšal na 50 %, v naslednjih dveh minutah na 40 % ter nato nazaj na 
95 % v 0,5 minute. Celoten čas ločbe je znašal 6 minut, pri čemer se je BLM izločil pri 2,5 min. 
BLM smo analizirali z ionizacijo v toku elektronov v pozitivnem načinu. Napetost na kapilari 
je znašala 5,5 kV. Določali smo bakrov kompleks frakcije A2 BLM, in sicer njegov 
kvantitativni prehod 738,4>707,2 ter dva potrditvena prehoda: 738,4>295,0, 738,4>514,7. Za 
bakrov kompleks frakcije B2 pa smo spremljali kvantitativni prehod 743,8>707,2 in dva 
potrditvena prehoda: 743,8>551,2, 743,8>334,0. Z validacijo analizne metode smo dokazali 
njeno selektivnost, občutljivost z mejo določanja pri 1 ng/ml, linearnost (koeficient R kvadrat 
(R2) 0,99), natančnost  s ponovljivostjo injiciranja 0,6 % relativnega standardnega odklona 
(RSD, angl. relative standard deviation) in ponovljivost metode 7,4 % RSD ter natančnost 
metode 6,1 % RSD. 
 
3.1.5 Izračun farmakokinetičnih parametrov bleomicina 
 
Določali smo naslednje farmakokinetične parametre: 
 C0 (koncentracija BLM v serumu v časovni točki 0) vrednost je bila izpeljana iz 
vrednosti naravnega logaritma (ln) koncentracije glede na časovne točke za vsakega 
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pacienta posebej in tudi za združene podatke. Območje pod krivuljo (AUC, angl. area 
under curve) smo izračunali s trapezoidno metodo od točke 0 do neskončnosti (ꚙ) 
(AUC0→ꚙ) in izračunali očistek (CL, angl. clearance) z enačbo: 
 





Dobljene rezultate CL smo izrazili glede na telesno maso posameznega psa in na 
njegovo izračunano telesno površino (177). 
 
 Konstanta hitrosti izločanja (kel) je bila določena iz naklona ln koncentracije glede na 
časovno krivuljo. Razpolovni čas (t1/2), tj. čas, v katerem se koncentracija zdravila v 






 Porazdelitveni volumen (Vd) smo izračunali z enačbo: 
𝑉𝑑 = (𝑡1/2(𝑚𝑖𝑛) 𝑥  𝐶𝐿 (𝑚𝑙/𝑚𝑖𝑛)) / 0,693 
Dobljene rezultate Vd smo izrazili glede na telesno maso posameznega psa.  
 
3.1.6 Statistična obdelava podatkov 
 
Za statistično analizo smo uporabili programe SigmaPlot 11.0 (Systat Software, San Jose, CA, 
ZDA), SPSS 25.0 (IBM Corp., Armonk, NY, ZDA) in GraphPad Prism 7.05 (GraphPad 
Software, Inc., La Jolla, CA, ZDA). Normalnost porazdelitve podatkov smo ugotavljali s 
Shapiro-Wilkovim testom. Razlike med skupinami smo ovrednotili s t-testom in z enosmerno 
analizo variance (ANOVA). Za vrednotenje stastistične povezanosti med starostjo in telesno 
maso psov ter farmakokinetičnimi parametri smo uporabili Pearsonov koeficient korelacije, 
vpliv starosti in telesne mase psov na farmakokinetične parametre pa smo ugotavljali tudi z 
linearno regresijo. Vrednosti p<0,05 smo obravnavali kot statistično značilne. 
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3.2 DOLOČANJE SUBPOPULACIJ LIMFOCITOV V KRVI ZDRAVLJENIH PSOV 
 
3.2.1 Psi, vključeni v raziskavo 
 
V raziskavo smo vključili 29 psov različnih pasem, spolov (21 samic, 8 samcev) in starosti (5 
do 15 let, povprečna starost 9,3 ± 3,2 let) (Tabela 3). Prevladovali so psi z mastocitomi (17/29, 
58,6 %), preostali psi pa so imeli oralne melanome (10/29, 34,5 %) in kožne plazmacitome 
(2/29, 6,9 %). Vsi psi so bili zdravljeni s kombinacijo EKT in GEP IL-12. 
 
Tabela 3: Psi, vključeni v raziskavo subpopulacij limfocitov v krvi 
Table 3: Dogs, included in the analysis of lymphocyte subpopulations in the blood 
Št.  Pasma Starost 
(leta) 
Spol Vrsta tumorja 
1 Koker španjel 9 Ž OM 
2 Mešanec 5 Ž MCT 
3 Koker španjel 15 Ž CP 
4 Mops 11 Ž MCT 
5 Maltežan 7 Ž MCT 
6 Zahodnovišavski beli terier 15 Ž CP 
7 Kavalir kralja Karla 10 Ž OM 
8 Irski seter 11 M OM 
9 Pes sv. Huberta 8 Ž OM 
10 Šarpej 9 M OM 
11 Mehkodlaki pšenični terier 13 M OM 
12 Koker španjel  14 Ž OM 
13 Nemški lovski terier 7 Ž MCT 
14 Nemški lovski terrier 15 Ž OM 
15 Beagle 6 Ž MCT 
16 Zlati prinašalec 10 M OM 
17 Aljaški malamut 7 Ž MCT 
18 Zahodnovišavski beli terier 6 Ž MCT 
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19 Nemški bokser 7 Ž MCT 
20 Mešanec 7 Ž MCT 
21 Mešanec 8 M MCT 
22 Ameriški staffordshirski terier 9 Ž MCT 
23 Nemški bokser 6 Ž MCT 
24 Francoski buldog 10 Ž MCT 
25 Bernski planšarski pes 8 M MCT 
26 Gladkodlaki prinašalec 5 Ž MCT 
27 Bostonski terier 5 Ž MCT 
28 Francoski buldog 7 M MCT 
29 Koker španjel 10 M OM 
M-moški, Ž-ženski, MCT-mastocitom, CP-kožni plazmacitom, OM-oralni melanom  
M-male, Ž-female, MCT-mast cell tumour, CP-cutaneous plasmacytoma, OM-oral melanoma 
 
3.2.2 Protokol zdravljenja 
 
Zdravljenje smo izvajali v splošni anesteziji, kot je opisano v poglavju 3.1.2. EKT smo izvajali 
v skladu s standardnimi operativnimi postopki (16). GEP IL-12 smo izvajali, kot je opisano v 
poglavju 3.1.2.2. 
 
3.2.3 Jemanje vzorcev krvi 
 
Psom smo iz v. jugularis ali v. cephalice odvzeli kri v 2-ml epruveto z antikoagulantom 
trikalijeva sol EDTA (K3EDTA, Vacuette, Greiner Bio-One International GmbH) tik pred 
zdravljenjem, 4 tedne po zdravljenju in ob koncu opazovalnega obdobja (2 do 18 mesecev po 
zdravljenju). Kri smo shranili v hladilniku pri 2-8 °C in jo v 24 urah prenesli v laboratorij 
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3.2.4 Izolacija mononuklearnih celic iz periferne krvi  
 
Mononuklearne celice iz periferne krvi (PBMC, angl. peripheral blood mononuclear cells) smo 
izolirali s fikolom (Ficoll-PaqueTM Plus, GE Healthcare Bio-Sciences AB, Švedska) in uporabili 
epruvete SepMateTM (STEMCELL Technologies Inc., Kanada). 2 ml polne krvi smo redčili v 
fosfatnem pufru (PBS, angl. phosphate buffered saline) in razredčeno kri odpipetirali v epruveto 
SepMateTM, v katero smo predhodno vlili 4 ml fikola (Ficoll-PaqueTM Plus). Vzorce smo 
centrifugirali 10 minut s hitrostjo 301 x g  (Heraeus MULTIFUGE 1S-R Centrifuge, Thermo 
Fisher Scientific, MA, ZDA). Vrhnji sloj, ki je vseboval PBMC, smo prelili v novo epruveto in 
dodali enako količino raztopine PBS. Vzorce smo centrifugirali 5 minut s hitrostjo 470 x g 
(Heraeus MULTIFUGE 1S-R Centrifuge). Ločenemu sedimentu, ki je vseboval PBMC, smo 
dodali 1 ml medija za zamrzovanje brez seruma (Biological Industries, Beit HaEmek, Izrael) in 
ga v kriovialah zamrznili pri -80 °C. Pred začetkom pretočne citometrije smo vsebino kriovial 
za 1 minuto postavili v kopel s temperaturo 37 °C. Vsebino kriovial smo zmešali z 1 ml 
hladnega (2–8 °C) RPMI medija za celične kulture (Gipko, Life Technologies, CA, ZDA) in 
centrifugirali 5 minut s hitrostjo 1082 x g (Heraeus MULTIFUGE 1S-R Centrifuge). Sediment 
smo zmešali z 12 ml medija RPMI in vzorec 2 uri inkubirali v petrijevki pri temperaturi 37 °C. 
Nato smo vzorec centrifugirali 5 minut s hitrostjo 470 x g (Heraeus MULTIFUGE 1S-R 
Centrifuge). Sediment smo resuspendirali v 300 µl PBS in ga razdelili v tri epruvete (vsaka 
epruveta je vsebovala 100 µl celične suspenzije) za določanje imunofenotipa (subpopulacij 
limfocitov) s pretočnim citometrom. 
 
3.2.5  Pretočna citometrija 
 
Prvo epruveto smo uporabili za določanje odstotka levkocitov (CD45+), drugo za določanje 
deleža limfocitov T (CD3+) in tretjo za določanje deleža celic T pomagalk (CD4+), 
citotoksičnih limfocitov T (CD8+) in Treg (CD4+CD25+Foxp3+). Celice smo označili s 
primerno količino površinskih protiteles (Tabela 4). Po 20-minutni inkubaciji suspenzije 
levkocitov s površinskimi protitelesi v temnem prostoru smo celice dvakrat sprali z raztopino 
PBS in centrifugirali 5 minut s hitrostjo 277 x g (Universal 32 centrifuge, Hettich, Kirchlengern, 
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Nemčija). Supernatant smo zavrgli in dodali 300 μl raztopine za fiksacijo (CellFIX, BD 
Biosciences, CA, ZDA).  
Za določanje znotrajceličnega izražanja pasjega Foxp3 smo celice označili s protitelesi proti 
Foxp3 (Tabela 4). Celicam smo dodali 1 ml raztopine fiksacijskega in permeabilizacijskega 
pufra (Foxp3/Transcription Factor Staining Buffer Set Kit, eBioscience, MA, ZDA). Po 90 
minutah smo jih dvakrat sprali s permeabilizacijskim pufrom in dodali 5 μl raztopine protiteles 
Foxp3 ter 100 μl permeabilizacijskega pufra. Celice smo v temnem prostoru inkubirali 45 
minut, dvakrat sprali z 2 ml permeabilizacijskega pufra in centrifugirali 5 minut s hitrostjo 277 
x g (Hettich). Supernatant smo zavrgli in celicam dodali 200 μl raztopine PBS. 
 
Tabela 4: Podatki o protitelesih, uporabljenih pri pretočni citometriji 













podganje mAb proti pasjemu 
CD45, klon YKIX716.13 
11-5450-42, 
eBioscience 
levkociti 5 µl 




limfociti T 5 µl 
podganje  mAb proti pasjemu 






podganje  mAb proti pasjemu 






mišje  mAb proti pasjemu  






podganje  mAb proti pasjemu 
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Za pretočno citometrijo smo uporabili pretočni citometer FACSCanto (BD Biosciences) in 
dobljene podatke obdelali s programom BD FACSDiva (v. 8.0.1., BD Biosciences).  
Tekom zdravljenja smo primerjali odstotke CD4+ in CD8+ limfocitov ter Treg v krvi psov, poleg 
tega pa. smo za vsakega psa v vseh časovnih točkah izračunali razmerje med odstotkoma CD8+ 
limfocitov in Treg (CD8+/ Treg) v krvi. 
Pse smo razdelili tudi v skupine glede na vrsto tumorja (10 psov z oralnimi melanomi in 17 z 
mastocitomi; psov s kožnimi plazmacitomi zaradi majhnega števila nismo vključili) in odgovor 
na zdravljenje (CR ali PR (18 psov) in PD (11 psov)). Med skupinami smo primerjali odstotke 
Treg in razmerje CD8+/ Treg v krvi tekom zdravljenja.  
 
3.2.6 Statistična obdelava podatkov 
 
Za grafične predstavitve in statistične analize smo uporabili program SigmaPlot 11.0 (Systat 
Software). Normalnost porazdelitve smo ugotavljali s Shapiro-Wilkovim testom. Če so bili 
podatki normalno porazdeljeni, smo razlike med proučevanimi skupinami statistično 
ovrednotili z enosmerno analizo variance (ANOVA), ki ji je sledil Holm-Sidakov test za 
večkratne primerjave. Podatke, ki so imeli normalno porazdelitev, smo predstavili s 
povprečnimi vrednostmi in pripadajočimi standardnimi odkloni. Če podatki niso bili normalno 
porazdeljeni, smo razlike med skupinami statistično ovrednotili s Kruskal-Wallisovim testom. 
Podatke, ki niso imeli normalne porazdelitve, smo predstavili z mediano in interkvartilnim 
razponom med prvim (Q1) in tretjim (Q3) kvartilom. Vrednosti p<0,05 smo obravnavali kot 
statistično značilne. 
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3.3 IZRAŽANJE RECEPTORJEV IN LIGANDOV PROGRAMIRANE CELIČNE SMRTI 1 
V TUMORJIH  
 
3.3.1 Psi, vključeni v raziskavo 
 
Vzorce tumorjev smo odvzeli 30 psom, ki so bili zdravljeni s kombinacijo EKT in GEP IL-12 
(Tabela 5). Vključeni so bili psi različnih pasem, spolov (22 samic, 8 samcev) in starosti (5 do 
14 let, povprečna starost 8 ± 2,7 let) z mastocitomi (21/30, 70 %) in oralnimi melanomi (9/30, 
30 %). Na Inštitutu za patologijo, divjad, ribe in čebele (IPDRČ) so stopnjo malignosti pri 
mastocitomih histopatološko ovrednotili po Patnaikovem (183) in Kiupelovem (184) sistemu. 
Po Patnaikovem sistemu so bili razvrščeni v tri stopnje malignosti: I (3/21, 14,3 %), II (15/21, 
71,4 %) in III (3/21, 14,3 %). Večina mastocitomov (18/21, 85,7 %) je bila nizke stopnje 
malignosti po Kiupelovem sistemu, trije (3/21, 14,3 %) pa visoke stopnje malignosti. Psi so bili 
razvrščeni v štiri klinične stadije v skladu z navodili Svetovne zdravstvene organizacije (WHO, 
angl. World Health Organization) za določanje kliničnega stadija mastocitomov (185) in 
oralnih tumorjev (186). 18/30 (60 %) psov je bilo uvrščenih v klinični stadij 1, 5/30 (16,7 %) v 
klinični stadij 2, 5/30 (16,7 %) v klinični stadij 3 in 2/30 (6,7 %) v klinični stadij 4. Ob koncu 
opazovalnega obdobja (62 mesecev) je imelo 20/30 psov (67 %) popolni odgovor na zdravljenje 
(CR), od tega 19/20 (95 %) psov z mastocitomi. Pri 10/30 (33 %) psov je bolezen napredovala 
kljub zdravljenju, od tega je bilo 8/10 (80 %) oralnih melanomov (Priloga 7). 
 
Tabela 5: Psi, vključeni v raziskavo PD-1/PD-L1 
Table 5: Dogs, included in the PD-1/PD-L1 analysis 




Patnaik* Kiupel** KS 
1 Mešanec 9 Ž MCT II N 1 
2 Nemški bokser 6 M MCT II N 1 
3 Nemški bokser 6 Ž MCT II N 1 
4 Ameriški staffordshirski 
terier 
5 M MCT I N 1 
5 Bulterier 13 Ž MCT III V 4 
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6 Aljaški malamut 7 Ž MCT II N 1 
7 Ameriški staffordshirski 
terier 
6 Ž MCT II N 1 
8 Ameriški staffordshirski 
terier 
9 Ž MCT II N 4 
9 Beagle 6 Ž MCT II N 1 
10 Mešanec 8 Ž MCT II  N 1 
11 Francoski buldog 10 Ž MCT II N 3 
12 Mešanec 3 Ž MCT I N 1 
13 Gladkodlaki prinašalec 5 Ž MCT III V 1 
14 Bernski planšarski pes 8 M MCT II N 1 
15 Francoski buldog 7 M MCT I N 1 
16 Mešanec 7 Ž MCT III V 1 
17 Mešanec 7 Ž MCT II N 3 
18 Nemški lovski terier 7 Ž MCT II N 3 
19 Veliki angleški hrt 7 Ž MCT II N 1 
20 Bernski planšarski pes 7 Ž MCT II N 1 
21 Mešanec 4 Ž MCT II N 1 
22 Koker španjel 9 Ž OM - - 1 
23 Mehkodlaki pšenični terier 13 M OM - - 3 
24 Nemški lovski terier 14 Ž OM - - 2 
25 Kavalir kralja Karla 10 Ž OM - - 3 
26 Irski seter 8 M OM - - 2 
27 Koker španjel 9 M OM - - 2 
28 Pes sv. Huberta 8 Ž OM - - 1 
29 Koker španjel 14 Ž OM - - 2 
30 Šarpej 9 M OM - - 2 
M-moški, Ž-ženski, MCT-mastocitom, OM-oralni melanom, *-stopnja malignosti po Patnaikovem sistemu, **-
stopnja malignosti po Kiupelovem sistemu, KS-klinični stadij, N-nizka stopnja malignosti, V-visoka stopnja 
malignosti 
M-male, Ž-female, MCT-mast cell tumour, OM-oral melanoma, *-grade according to Patnaik system, **- grade 
according to Kiupel system, KS-clinical stage, N-low-grade, V-high-grade 
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3.3.2 Protokol zdravljenja 
 
Zdravljenje smo izvajali v splošni anesteziji, kot je opisano v poglavju 3.1.2. EKT smo izvajali 
v skladu s standardnimi operativnimi postopki (16). GEP IL-12 smo izvajali, kot je opisano v 
poglavju 3.1.2.2. 
 
3.3.3 Imunohistokemično barvanje  
 
Vzorce tumorjev smo odvzeli z incizijsko ali ekscizijsko biopsijo in jih fiksirali v 10-% 
puferiranem formalinu. Na IPDRČ so bili impregnirani s parafinom s tkivnima procesorjema 
Excelsior AS (Thermo Scientific®) in HypercenterXP (Shandon®). Z drsnim mikrotomom 
(Leica RM2235, Leica, Wetzlar, Nemčija) smo na Onkološkem inštitutu pripravili rezine 
debeline 4 µm. 
Za imunohistokemično barvanje smo uporabili primarna poliklonska protitelesa proti 
človeškemu PD-1 in PD-L1. Pri vseh vzorcih smo eno rezino pobarvali brez primarnega 
protitelesa kot negativno kontrolo, kot pozitivno kontrolo pa smo uporabili bezgavko psa.  
Za vizualizacijo imunohistokemičnega barvanja smo uporabili komercialno dostopen komplet 
za barvanje Rabbit-specific HRP/DAB detection IHC kit (ab64261, Abcam, Cambridge, Velika 
Britanija). Barvanje je bilo ročno, postopki so bili izvedeni po navodilih proizvajalca. Vzorce 
smo deparafinizirali v ksilolu (15 minut), 100-% etanolu (10 minut), 96-% etanolu (10 minut), 
70-% etanolu (10 minut) in raztopini PBS (5 minut). Antigene smo izpostavili s 25-minutno 
inkubacijo vzorcev v vrelem 10mM Na-citratnem pufru (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, ZDA) 
z dodanim detergentom Tween®20 (0,05 %, VWR, West Chester, PA, ZDA) v mikrovalovni 
pečici. Po končanem vretju smo vzorce pustili 20 minut na sobni temperaturi (22 °C), da so se 
ohladili, in jih spirali v raztopini PBS (5 minut). Endogeno peroksidazo smo blokirali z 0,3-% 
vodikovim peroksidom (Hydrogen Peroxide Block, Abcam; 10 minut) in vzorce sprali z 
raztopino PBS (20 minut). Za zmanjšanje nespecifičnega barvanja ozadja smo uporabili reagent 
(Protein Block, Abcam), ki vsebuje kazein (0,5 %) in goveji serumski albumin (0,5 %); vzorce 
smo inkubirali 10 minut in jih ponovno sprali v raztopini PBS (10 minut).  
N. Milevoj: Vrednotenje postopkov elektrokemoterapije in genskega elektroprenosa … pri psih. 54 
Ljubljana: UL, Veterinarska fakulteta, 2020. Doktorska disertacija 
 
 
Rezine smo inkubirali čez noč na 4 °C s kunčjimi protitelesi proti človeškemu PD-1 (PA5-
32543, ThermoFisher Scientific, Waltham, MA, ZDA, 1:250) in PD-L1 (ab233482, Abcam, 
1:500). Po inkubaciji smo vzorce spirali z raztopino PBS (10 minut). Nato smo uporabili z 
biotinom označena sekundarna kozja protitelesa proti kunčjim protitelesom (Biotinilated Goat 
Anti-Rabbit IgG, Abcam); vzorce smo inkubirali (10 minut) in jih sprali z raztopino PBS (10 
minut). Na vzorce smo nanesli streptavidin peroksidazo (Abcam), jih inkubirali 10 minut in 
ponovno sprali z raztopino PBS (10 minut). Za detekcijo specifične reakcije smo uporabili 
kromogen DAB (3,3'Diaminobenzidine, Abcam), ki smo ga nakapali na vzorce in inkubirali 10 
minut. Po inkubaciji smo vzorce sprali v raztopini PBS (15 minut). Sledilo je kontrastiranje s 
hematoksilinom, zaradi katerega so se jedra celic obarvala svetlo sivo-modro. Vzorce smo nato 
dehidrirali v 70-% (5 minut), 96-% (5 minut), 100-% (5 minut) etanolu in ksilolu (5 minut). 
Pobarvane preparate smo pokrili s sintetično smolo (Fisher Chemical™ Permount™ Mounting 
Medium, Thermo Fisher Scientific, MA, ZDA) in krovnim stekelcem. 
Specifično reakcijo imunohistokemičnega barvanja smo zaradi barvnega substrata DAB videli 
kot rjav reakcijski produkt. 
Preparate smo ocenjevali s svetlobnim mikroskopom (BX-51, Olympus, Hamburg, Nemčija). 
Pri vsakem vzorcu smo posneli vsaj pet naključnih vidnih polj tumorja s kamero (DP72 CCD 
Camera, Olympus), povezano z mikroskopom pri 400-kratni povečavi (objektiv s 40-kratno 
povečavo, numerična apertura objektiva 0,85). Obarvanje so neodvisno ocenjevali trije 
ocenjevalci, ki niso bili seznanjeni s podatki o pacientih. 
Sistem ocenjevanja smo povzeli po Sampedro-Núñezu in sod. (187). Za vsakega izmed petih 
posnetkov vsakega preparata smo ocenili delež obarvanih celic od 0 do 4 (Slika 8) in jakost 
obarvanja od 0 do 3 (Slika 9). Skupni rezultat obarvanja smo pridobili s seštevkom ocen deleža 
obarvanih celic in jakosti obarvanja. Za končni rezultat obarvanja, t.i. izražanje PD-1/PD-L1 
(od 0 do 7), smo izračunali povprečje ocen vseh treh ocenjevalcev. 
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Slika 8: Ocenjevanje deleža imunohistokemično obarvanih celic v tumorjih: A-< 5 % obarvanih celic (ocena 1), 
pacient št. 6 (MCT), B-6–25 % obarvanih celic (ocena 2), pacient št. 4 (MCT), C-26–50 % obarvanih celic (ocena 
3), pacient št. 11 (MCT), D->50 % obarvanih celic (ocena 4), pacient št. 12 (MCT). Imunohistokemično barvanje 
s poliklonskim protitelesom proti človeškemu PD-1 (ThermoFisher Scientific), kontrastirano s hematoksilinom. 
MCT-mastocitom, OM-oralni melanom. Merilo = 100 µm    
Figure 8: Assessment of the proportion of immunohistochemically stained cells in the tumours: A-<5% stained 
cells (1 point), patient no. 6 (MCT). B-6–25% stained cells (2 points), patient no. 4 (MCT). C-26–50% stained 
cells (3 points), patient no. 11 (MCT). D->50% stained cells (4 points), patient no. 12 (MCT). 
Immunohistochemical staining with polyclonal antibody against human PD-1 (Thermo Fisher Scientific), 
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Slika 9: Ocenjevanje jakosti imunohistokemičnega obarvanja v tumorjih: A-brez obarvanja (ocena 0), pacient št. 
6 (MCT), B-blago obarvanje (ocena 1), pacient št. 27 (OM), C-zmerno obarvanje (ocena 2), pacient št. 30 (OM), 
D-močno obarvanje (ocena 3), pacient št. 20 (MCT). Imunohistokemično barvanje s poliklonskim protitelesom 
proti človeškemu PD-L1 (Abcam), kontrastirano s hematoksilinom. MCT-mastocitom, OM-oralni melanom. 
Merilo = 100 µm  
Figure 9: Assessment of the intensity of immunohistochemical staining in the tumours: A-negative staining (0 
points), patient no. 6 (MCT), B-mild staining (1 point), patient no. 27 (OM), C-moderate staining (2 points), patient 
no. 30 (OM), D-intense staining (3 points), patient no. 20 (MCT). Immunohistochemical staining with polyclonal 
antibody against human PD-L1 (Abcam), counterstained with hematoxylin. MCT-mast cell tumour, OM-oral 
melanoma. Scale bar = 100 µm 
 
Mejo med visokim in nizkim izražanjem smo postavili glede na mediano izražanja PD-1 in PD-
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3.3.4 Statistična obdelava podatkov 
 
Za grafične predstavitve in statistične analize smo uporabili program SigmaPlot 11.0 (Systat 
Software). Za analizo osnovnih podatkov smo uporabili opisno statistiko. Normalnost 
porazdelitve smo ugotavljali s Shapiro-Wilkovim testom. Krivulje preživetja psov smo 
pridobili s Kaplan-Meierjevo analizo preživetja. Čas preživetja smo določili od dneva prvega 
zdravljenja do dneva pogina ali evtanazije oziroma do konca opazovalnega obdobja (62 mesecev). 
Pse, ki so bili na koncu raziskave še vedno živi, in tiste, ki so poginili zaradi vzrokov, nepovezanih 
s tumorjem, smo obdržali v raziskavi in jih v analizi preživetja cenzorirali. Za primerjavo deležev 
v skupinah smo uporabili tudi Fisherjev eksaktni test. Vrednosti p<0,05 smo obravnavali kot 
statistično značilne. 
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3.4 KAKOVOST ŽIVLJENJA ZDRAVLJENIH PSOV  
 
3.4.1 Psi, vključeni v raziskavo 
 
V raziskavo smo vključili 44 psov različnih pasem, spolov (29 samic, 15 samcev) in starosti (5 
do 16 let, povprečna starost 9,3 ± 0,4 let) z različnimi histopatološko diagnosticiranimi tumorji 
(Tabela 6). Prevladovali so psi z mastocitomi (30/44, 68,2 %), manj je bilo psov z oralnimi 
melanomi (4/44, 9,1 %), malignimi tumorji perifernih živčnih ovojnic (2/44, 4,5 %), oralnimi 
fibrosarkomomi (2/44, 4,5 %), kožnimi plazmacitomi (2/44, 4,5 %) in drugimi vrstami tumorjev 
(4/44, 9,2 %). Prostornina tumorjev je bila od 0 (rezidualna tumorska bolezen) do 64,1 cm3 
(povprečna prostornina 7,1 ± 12,5 cm3). 
Pri večini psov smo za zdravljenje uporabili kombinacijo EKT in GEP IL-12 (27/44, 61,4 %). 
Kombinaciji je bilo v 18,2 % (8/44) dodano kirurško zdravljenje, samostojno zdravljenje smo 
uporabili v 9,1 % (4/44, GEP IL-12) in 4,5 % (2/44, EKT). V 4,5 % (2/44) smo uporabili 
kombinacijo kirurškega zdravljenja in GEP IL-12, v 2,3 % (1/44) pa smo kirurško zdravljenje 
kombinirali z EKT. 
 
Tabela 6: Psi, vključeni v raziskavo HRQoL 
Table 6: Dogs, included in the HRQoL analysis 
Št.  Pasma Starost 
(leta) 
Spol Vrsta tumorja V (cm3) Zdravljenje 
1 Mešanec 9 M FSA 0,2 EKT 
2 Beli švicarski ovčar 10 Ž STS R KRG+EKT 
3 Nemški bokser 6 M MCT 2,5 EKT+GEP 
4 Beagle 9 Ž MCT 6,3 KRG+EKT+ 
GEP 
5 Mešanec 6 Ž MCT 0,9 EKT+GEP 
6 Ameriški 
staffordshirski terier 
6 Ž MCT 2,1 EKT+GEP 
7 Nemški lovski terier 9 Ž MCT 0,3 EKT+GEP 
8 Zahodnovišavski beli 
terier 
13 Ž CP 0,4 EKT+GEP 
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9 Bulterier 13 Ž MCT 14,7 EKT+GEP 
10 Terier jack russell 6 Ž MCT 3,5 KRG+EKT+ 
GEP 
11 Koker španjel 14 Ž OM 3,1 KRG+GEP 
12 Mops 10 Ž MCT 0,8 EKT+GEP 
13 Francoski buldog 10 M MCT 1,1 EKT+GEP 
14 Zlati prinašalec 10 M OM 40,1 KRG+EKT+ 
GEP 
15 Francoski buldog 10 Ž MCT 12,6 EKT+GEP 
16 Maltežan 8 Ž MCT R GEP 
17 Angleški seter 15 M OF 18,8 EKT+GEP 
18 Pes sv. Huberta 9 Ž OM R KRG+GEP 
19 Bernski planšarski 
pes 
8 M MCT 15,4 KRG+EKT+ 
GEP 
20 Nemški bokser 8 Ž MCT R GEP 
21 Mešanec 10 M MCT 5,9 EKT+GEP 
22 Gladkodlaki 
prinašalec 
8 Ž HS 6,4 GEP 
23 Ameriški 
staffordshirski terier 
9 Ž MCT 0,5 EKT+GEP 
24 Staffordshirski 
bulterier 
8 M MCT 2,0 EKT+GEP 
25 Aljaški malamut 8 Ž MCT 0,1 EKT+GEP 
26 Mešanec 11 Ž MCT 18,8 EKT+GEP 
27 Mešanec 12 Ž MCT 64,1 GEP 
28 Španski hrt 8 Ž MCT 1,0 EKT+GEP 
29 Shetlandski ovčar 11 Ž MCT R  EKT+GEP 
30 Veliki angleški hrt 8 Ž MCT R EKT+GEP 
31 Bostonski terier 6 Ž MCT R EKT+GEP 
32 Zahodnovišavski beli 
terier 
6 M OF 27,8 KRG+EKT+ 
GEP 
33 Mešanec 10 Ž MCT 0,4 EKT+GEP 
34 Ameriški 
staffordshirski terier 
14 Ž SCC 9,8 KRG+EKT+ 
GEP 
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35 Mehkodlaki pšenični 
terier 
13 M OM 15,7 KRG+EKT+ 
GEP 
36 Mešanec 8 Ž MCT 1,0 EKT+GEP 
37 Ameriški koker 
španjel 
16 Ž CP 5,5 KRG+EKT+ 
GEP 
38 Nemški bokser 7 Ž MCT 0,1 EKT+GEP 
39 Beagle 10 Ž MPNST 23,0 EKT+GEP 
40 Mešanec 9 Ž MPNST 2,5 KRG+EKT+ 
GEP 
41 Baset 6 Ž MCT 2,6 EKT+GEP 
42 Pritlikavi šnavcer 9 Ž MCT 2,35 KRG+EKT+ 
GEP 
43 Bostonski terier 5 Ž MCT 0,13 EKT+GEP 
44 Weimarski ptičar 6 Ž MCT 0,11 EKT+GEP 
V-prostornina, M-moški, Ž-ženski, FSA-fibrosarkom, STS-mehkotkivni sarkom, MCT-mastocitom, CP-kožni 
plazmacitom, OM-oralni melanom, OF-oralni fibrosarkom, HS-histiocitni sarkom, SCC-ploščatocelični 
karcinom, MPNST-maligni tumor ovojnic perifernih živcev, R-rezidualna bolezen, EKT-elektrokemoterapija, 
GEP-genski elektroprenos IL-12, KRG-kirurško zdravljenje 
V-volume, M-male, Ž-female, FSA-fibrosarcoma, STS-soft tissue sarcoma, MCT-mast cell tumour, CP-
cutaneous plasmacytoma, OM-oral melanoma, OF-oral fibrosarcoma, HS-histiocytic sarcoma, SCC-squamous 
cell carcinoma, MPNST-malignant peripheral nerve sheath tumour, R-residual disease, EKT-
electrochemotherapy, GEP-IL-12 gene electrotransfer, KRG-surgery 
 
 
Pse smo razdelili v skupine glede na:  
a) vrsto zdravljenja (Tabela 7): v skupino »neinvazivno zdravljenje« smo vključili pse, ki so 
bili zdravljeni le z EKT in/ali GEP IL-12 (33/44, 75 %), v skupino »invazivno zdravljenje« pa 
pse, pri katerih smo v enem posegu po kirurški odstranitvi intraoperativno izvedli EKT in GEP 




N. Milevoj: Vrednotenje postopkov elektrokemoterapije in genskega elektroprenosa … pri psih. 61 
Ljubljana: UL, Veterinarska fakulteta, 2020. Doktorska disertacija 
 
 
Tabela 7: Vrste zdravljenj pri psih, vključenih v raziskavo HRQoL 










EKT-elektrokemoterapija, GEP-genski elektroprenos IL-12, KRG-kirurško zdravljenje 
EKT-electrochemotherapy, GEP-IL-12 gene electrotransfer, KRG-surgery 
 
b) velikost tumorja: tumorje z volumnom, manjšim ali enakim 3 cm3, smo opredelili kot 
»manjše« (27/44, 61,4 %), večje od 3 cm3 pa kot »večje« (17/44, 38,6 %); 
c) mesto tumorja: glede na mesto zdravljenega tumorja smo pse razdelili v skupini »oralni 
tumorji« (6/44, 13,6 %) in »kožni/podkožni tumorji« (38/44, 86,4 %); 
d) odgovor na zdravljenje (Priloga 10): pse, pri katerih je prišlo do CR (31/44, 70,5 %) ali PR 
(5/44, 11,3 % psov), smo uvrstili v skupino »psi z objektivnim odgovorom na zdravljenje« 
(36/44, 81,8 %), tisti, pri katerih smo ocenili odgovor PD, pa so bili uvrščeni v skupino »psi, 
pri katerih je bolezen napredovala kljub zdravljenju« (8/44, 18,2 %). 
 
3.4.2 Protokol zdravljenja 
 
Zdravljenje smo izvajali v splošni anesteziji, kot je opisano v poglavju 3.1.2. EKT smo izvajali 





Skupina Vrsta zdravljenja n % 
Neinvazivno 
zdravljenje 
EKT+GEP  27 61,4 
75,0 GEP  4 9,1 
EKT 2 4,5 
Invazivno 
zdravljenje 
KRG+EKT+GEP  8 18,2 
25,0 KRG+GEP 2 4,5 
KRG+EKT 1 2.3 
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Vprašalnik o kakovosti življenja psov (Priloga 3) je bil preveden in prilagojen na podlagi 
vprašalnika o kakovosti življenja živali z rakavimi obolenji (42). Poleg tega smo lastnikom 
razdelili tudi Kratki test za ocenjevanje vprašalnika (Priloga 4), katerega namen je bil 
ocenjevanje primernosti vprašalnika in pridobivanje predlogov lastnikov za morebitne 
izboljšave. Prvi del vprašalnika je bil sestavljen iz 21 vprašanj, ki so bila razvrščena v sedem 
sklopov (Veselje, Duševno stanje, Bolečina, Apetit, Splošni videz, Hidracija, Mobilnost) in 
namenjena ocenjevanju fizičnih in psiholoških vidikov zdravja živali. Vsak sklop je vseboval 
tri trditve, ki jih je lastnik ocenil na lestvici od 1 (se ne strinjam) do 5 (se strinjam). V drugem 
delu vprašalnika je bilo ocenjeno splošno zdravje od 1 (slabše) do 5 (boljše), ki so ga lastniki 
primerjali s stanjem pred zdravljenjem. Zadnje vprašanje je bila vizualna analogna skala (VAS), 
s katero je lastnik ocenil trenutno kakovost življenja svoje živali na lestvici od 1 (zelo slabo) do 
10 (odlično). Vprašalniku, ki so ga zasnovali Lynch in sod. (42), smo dodali štiri vprašanja, ki 
so se nanašala na oskrbo zdravljenega področja in stroške zdravljenja. Vsebinsko veljavnost 
slovenske različice vprašalnika so potrdili trije strokovnjaki s področja veterinarske in humane 
onkologije. Notranja konsistentnost vprašalnika je bila sprejemljiva s koeficientom Cronbach 
α 0,6712.   
Kratki test za ocenjevanje vprašalnika je sestavljalo osem vprašanj, ki so se nanašala na vsebino, 
dolžino, enostavnost, praktičnost in uporabnost Vprašalnika o kakovosti življenja. Sedmo 
vprašanje je bilo namenjeno ocenjevanju, ali so se lastniki zaradi vprašalnika počutili bolj vpete 
v zdravljenje svojih psov. V zadnjem vprašanju smo lastnike prosili za predloge glede 
sprememb vprašalnika. 
Vprašalnik in kratki test so lastniki izpolnjevali vsaj en mesec po zdravljenju. 
 
3.4.4 Statistična obdelava podatkov 
 
Za statistično analizo smo uporabili osnovno opisno statistiko in neparametrični Mann-
Whitneyjev U test za ugotavljanje statistično značilnih razlik med kakovostjo življenja živali v 
različnih skupinah zdravljenih psov. Vrednosti p<0,05 smo obravnavali kot statistično značilne. 
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4.1 FARMAKOKINETIKA BLEOMICINA V KRVI PSOV 
 
Vsi psi so imeli pred vključitvijo v raziskavo normalne vrednosti kreatinina v krvi, razen pacient 
št. 4, ki je imel blago povišano vrednost serumskega kreatinina (148,8 mmol/l, referenčna 
vrednost 44,2–132,6 mmol/l). Vrednosti drugih laboratorijskih preiskav so bile pri vseh  
vključenih psih v okviru referenčnih vrednosti.  
Pet minut po intravenski aplikaciji BLM v odmerku 0,3 mg/kg telesne mase je bila povprečna 
serumska koncentracija BLM 1,299 ± 0,075 µg/ml. Koncentracija BLM je postopoma upadala 
s kel 0,032 min
-1
 in po 60 minutah po aplikaciji dosegla 0,433 ± 0,03 µg/ml. AUC za združene 
podatke je bil 65,87 ± 2,11 µg min/l. Slika 10 prikazuje monofazno eliminacijsko krivuljo BLM 
v serumu psov. Farmakokinetični parametri so prikazani v Prilogi 5. 
 
Slika 10: Eliminacijska krivulja BLM v serumu pri psih, zdravljenih z EKT: Pri psih ima po intravenski aplikaciji 
BLM monofazno serumsko eliminacijsko krivuljo. Točkovne oznake prikazujejo povprečne vrednosti s 
pripadajočimi standardnimi odkloni. BLM-bleomicin 
Figure 10: Elimination curve of BLM in the serum of dogs treated with ECT: In dogs, BLM has a monophasic 
serum elimination curve. The points represent mean values with corresponding standard errors of the mean. BLM-
bleomycin 
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Izračunan povprečni Vd je bil 224,5 ± 75,02 ml/kg, CL 7,04 ± 2,05 ml/kg/min oz. 199,94 ± 
57,77 ml/m2/min in t1/2 22,03 ± 0,88 min.  
V skupini majhnih psov je bil povprečni Vd 239,95 ± 88,15 ml/kg, pri velikih psih pa 210,34 ± 
61,10 ml/kg. Majhni psi so imeli povprečni CL 7,30 ± 2,58 ml/min/kg oz. 176,76 ± 57,24 
mg/min/m2, veliki pa 6,81 ± 0,43 ml/min/kg oz. 221,19 ± 51,63 mg/min/m2. Povprečni t1/2 v 
skupini majhnih psov je bil 23,09 ± 3,95 min, pri velikih psih pa 21,47 ± 4,49 min. Razlike med 
skupinami niso bile značilne (p>0,05).  
Prav tako nismo ugotovili značilnih razlik v farmakokinetičnih parametrih, ko smo pse razdelili 
v skupine glede na starost, prilagojeno telesni masi. Mlajši psi so imeli nižji Vd (215,08 ± 75,07 
ml/kg) kot starejši psi (234,79 ± 77,20 ml/kg) in manjši povprečni CL (6,75 ± 2,55 ml/min/kg 
oz. 176,58 ± 57,5 ml/min/m2) v primerjavi s starejšimi (7,37 ± 1,36 ml/min/kg oz. 219,62 ± 
51,63 ml/min/m2). Skupina mlajših psov je imela nižji povprečni t1/2 (23,13 ± 4,02 min) v kot 
skupina starejših psov (21,28 ± 4,42 min). Razlike med skupinama niso bile značilne (p>0,05). 
Rezultati povprečnih vrednosti so prikazani v Tabeli 8. 
 
Tabela 8: Povprečne vrednosti farmakokinetičnih parametrov BLM v krvi psov 
Table 8: Mean values of pharmacokinetic parameters of BLM in the blood of dogs 
 Vd (ml/kg) CL (ml/min/kg) CL (ml/min/m2) t1/2 (min) 
Majhni psi (≤ 25 kg) 239,95 ± 88,15 7,30 ± 2,58 176,76 ± 57,24 23,09 ± 3,95 
Veliki psi (> 25 kg) 210,34 ± 61,10 6,81 ± 0,43 221,19 ± 51,63 21,47 ± 4,49 
Mlajši psi 215,08 ± 75,07 6,75 ± 2,55 176,58 ± 57,5 23,13 ± 4,02 
Starejši psi 234,79 ± 77,20  7,37 ± 1,36 219,62 ± 51,63 21,28 ± 4,42 
BLM-bleomicin, Vd-volumen distribucije, CL-očistek, t1/2-razpolovni čas 
BLM-bleomycin, Vd-volume of distribution, CL-clearance, t1/2-elimination half-life 
 
Ko smo pse znotraj starostnih skupin razvrstili glede na telesno maso, med njimi nismo 
ugotovili značilnih razlik v Vd, CL in t1/2 (p>0,05).  
Za določanje povezanosti med starostjo ali telesno maso psov in farmakokinetičnimi parametri 
(Vd, CL in t1/2) smo izračunali Pearsonov koeficient korelacije. Ugotovili smo negativno 
korelacijo med starostjo psov in Vd, saj so imeli mlajši psi višji Vd kot starejši (p<0,05), na  CL  
in t1/2 pa ni vplivala. Prav tako telesna masa ni vplivala na t1/2, CL ali Vd (p>0,05). 
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Za napovedovanje vpliva starosti in telesne mase psov na farmakokinetične parametre smo 
opravili linearno regresijo. Ugotovili smo, da starost psov vpliva na t1/2 (R
2=0,207, p<0,05), na 
Vd in CL pa ne vpliva. Telesna masa psov ni značilno vplivala na t1/2, CL ali Vd (p>0,05).  
 
  
N. Milevoj: Vrednotenje postopkov elektrokemoterapije in genskega elektroprenosa … pri psih. 66 
Ljubljana: UL, Veterinarska fakulteta, 2020. Doktorska disertacija 
 
 
4.2 SUBPOPULACIJE LIMFOCITOV V KRVI ZDRAVLJENIH PSOV 
 
Tekom zdravljenja nismo ugotovili značilnih razlik v odstotku CD4+ limfocitov v krvi psov, 
zdravljenih z EKT in GEP IL-12 (p>0,05; Slika 11). Pred zdravljenjem je bila mediana 45,6 % 
(Q1: 37,5 %, Q3: 50,1 %), 4 tedne po zdravljenju 45,2 % (Q1: 39,4 %, Q3: 52,1 %) in ob koncu 
opazovalnega obdobja 45,0 % (Q1: 40,5 %, Q3: 55,1 %). Ko smo pse razvrstili v skupine glede 
na vrsto tumorjev, pri psih z mastocitomi in oralnimi melanomi nismo ugotovili značilnih razlik 
v odstotku CD4+ limfocitov tekom zdravljenja (p>0,05). Prav tako nismo ugotovili značilnih 
razlik v odstotku CD4+ limfocitov v dveh skupinah psov glede na odgovor na zdravljenje 
(CR/PR in PD; p>0,05). 
 
Slika 11: Odstotek CD4+ limfocitov v krvi zdravljenih psov. Tekom zdravljenja ni bilo značilnih razlik v odstotku 
CD4+ limfocitov v krvi psov, zdravljenih z EKT in GEP IL-12 (p>0,05). 
Figure 11: Percentage of CD4+ lymphocytes in the blood of treated dogs. No significant difference was found in 
the percentage of CD4+ lymphocytes in the blood of dogs treated with ECT and IL-12 GET (p>0,05).  
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V odstotku CD8+ limfocitov tekom zdravljenja nismo zaznali značilnih razlik (p>0,05; Slika 
12). Pred zdravljenjem je bila mediana 19,0 % (Q1: 14,0 %, Q3: 29,1 %), 4 tedne po zdravljenju 
24,0 % (Q1: 17,0 %, Q3: 32,3 %) in ob koncu opazovalnega obdobja 21,6 % (Q1: 12,7 %, Q3: 
27,4 %). Ko smo pse razvrstili v skupine glede na vrsto tumorjev, pri psih z mastocitomi in 
oralnimi melanomi nismo ugotovili značilnih razlik v odstotku CD8+ limfocitov tekom 
zdravljenja (p>0,05). Prav tako nismo ugotovili značilnih razlik v odstotku CD8+ limfocitov 
pri dveh skupinah psov glede na odgovor na zdravljenje (CR/PR in PD; p>0,05). 
 
Slika 12: Odstotek CD8+ limfocitov v krvi zdravljenih psov. Tekom zdravljenja ni bilo značilnih razlik v odstotku 
CD8+ limfocitov v krvi psov, zdravljenih z EKT in GEP IL-12 (p>0,05). 
Figure 12: Percentage of CD8+ lymphocytes in the blood of treated dogs. No significant difference was found in 
the percentage of CD8+ lymphocytes in the blood of dogs treated with ECT and IL-12 GET (p>0,05). 
 
Tekom zdravljenja smo ugotovili značilen upad odstotka Treg v krvi zdravljenih psov (Slika 13). 
Pred zdravljenjem je bila mediana 1,3 % (Q1: 0,7 %, Q3: 2,5 %), 4 tedne po zdravljenju 0,8 % 
(Q1: 0,5 %, Q3: 1,6 %) in ob koncu opazovalnega obdobja 0,5 % (Q1: 0,3 %, Q3: 0,8 %) 
(Priloga 6). Ob koncu opazovalnega obdobja je bil odstotek nižji v primerjavi s tistim pred 
zdravljenjem in štiri tedne po zdravljenju (p<0,05).  
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Slika 13: Odstotek Treg v krvi zdravljenih psov. Ob koncu opazovalnega obdobja je bil odstotek Treg v krvi 
zdravljenih psov značilno nižji v primerjavi z odstotkom pred zdravljenjem in štiri tedne po zdravljenju (p<0,05). 
Treg-regulatorni limfociti T 
Figure 13: Percentage of Treg in the blood of treated dogs. There was a significant decrease in the percentage of 
Treg in the blood of the treated dogs compared to the percentage before treatment and 4 weeks after treatment 
(p<0,05). Treg-regulatory T cells 
 
Ko smo pse razdelili v skupine glede na vrsto tumorja, smo v obeh skupinah (psi z oralnimi 
melanomi in psi z mastocitomi) ob koncu opazovalnega obdobja ugotovili značilen upad Treg v 
primerjavi z odstotkom pred zdravljenjem ter štiri tedne po zdravljenju (p<0,05; Tabela 9). 
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Tabela 9: Mediana odstotka Treg v krvi psov z mastocitomi in oralnimi melanomi 
Table 9: Median Treg percentage in the blood of dogs with oral melanomas and mast cell tumours 
 % Treg 
 Pred 
zdravljenjem 





OM  1,2 % (Q1: 1,1 %, 
Q3: 3,1 %) 
1,0 % (Q1: 0,5 %, 
Q3: 2,4 %) 
0,4 % (Q1: 0,3 %, 
Q3: 1,0 %) 
MCT 1,5 % (Q1: 0,6 %, 
Q3: 2,3 %) 
1,0 % (Q1: 0,6 %, 
Q3: 1,5 %) 
0,5 % (Q1: 0,3 %, 
Q3: 0,9 %) 
% Treg-regulatorni limfociti T, OM- oralni melanom, MCT- mastocitom, *p<0,05 (v primerjavi z odstotkom pred 
zdravljenjem in 4 tedne po zdravljenju) 
% Treg-regulatory T cells, OM- oral melanoma, MCT-mast cell tumour, *p<0,05 (compared to the percentage 
before treatment and 4 weeks after treatment) 
 
Prav tako smo ob koncu opazovalnega obdobja ugotovili značilen upad Treg v skupinah psov 
glede na odgovor na zdravljenje (CR/PR in PD) v primerjavi z odstotkom pred zdravljenjem 
ter štiri tedne po zdravljenju (p<0,05, Tabela 10). 
 
Tabela 10: Mediana odstotka Treg v krvi psov, razdeljenih v skupine glede na odgovor na zdravljenje 
Table 10: Median Treg percentage in the blood of dogs, grouped according to the treatment response 
 % Treg 
 Pred 
zdravljenjem 





CR/PR  1,1 % (Q1: 0,6 %, 
Q3: 2,1 %) 
0,8 % (Q1: 0,5 %, 
Q3: 1,3 %) 
0,5 % (Q1: 0,3 %, 
Q3: 0,7 %)* 
PD 1,3 % (Q1: 1,1 %, 
Q3: 3,7 %) 
1,4 % (Q1: 0,5 %, 
Q3: 2,8 %) 
0,5 % (Q1: 0,3 %, 
Q3: 0,9 %)* 
% Treg- regulatorni limfociti T, CR-popolni odgovor, PR-delni odgovor, PD-napredovala bolezen, *p<0,05 (v 
primerjavi z odstotkom pred zdravljenjem in 4 tedne po zdravljenju) 
% Treg- regulatory T cells, CR-complete response, PR-partial response, PD-progressive disease, *p<0,05 
(compared to the percentage before treatment and 4 weeks after treatment) 
 
Ob koncu opazovalnega obdobja smo ugotovili značilno povišanje razmerja CD8+/Treg v krvi 
psov v primerjavi z vrednostjo pred zdravljenjem (p<0,05; Slika 14). Pred zdravljenjem je bila 
mediana 16,1 (Q1: 10,5, Q3: 22,5), 4 tedne po zdravljenju 23,3 (Q1: 13,9, Q3: 44,3) in ob koncu 
opazovalnega obdobja 42,3 (Q1: 29,7, Q3: 62,8).  
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Slika 14: Razmerje CD8+/Treg v krvi zdravljenih psov. Ob koncu opazovalnega obdobja je bilo razmerje med 
odstotkoma CD8+ limfocitov in Treg v krvi zdravljenih psov značilno višje v primerjavi z odstotkom pred 
zdravljenjem (p<0,05). Treg-regulatorni limfociti T, CD8+-citotoksični limfociti T 
Figure 14: CD8+/Treg ratio in blood of treated dogs. There was a significant decrease in Treg/CD8+ ratio in the 
blood of the treated dogs compared to the ratio before treatment (p<0,05). Treg-regulatory T cells, CD8+-cytotoxic 
T lymphocytes 
 
Ko smo pse razdelili v skupine glede na vrsto tumorja, smo ob koncu opazovalnega obdobja v 
obeh skupinah (psi z oralnimi melanomi in psi z mastocitomi) ugotovili značilno povišanje 
razmerja CD8+/Treg v primerjavi z vrednostjo pred zdravljenjem (p<0,05, Tabela 11). 
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Tabela 11: Mediana razmerja CD8+/Treg v krvi psov z mastocitomi in oralnimi melanomi 









OM  14,3 (Q1: 7,2, Q3: 
18,6) 
20,0 (Q1: 7,9, Q3: 
37,7) 
39,6 (Q1: 18,0, 
Q3: 58,5)* 
MCT 18,8 (Q1: 10,8, 
Q3: 36,7) 
23,3 (Q1: 15,7, 
Q3: 55,4) 
52,5 (Q1: 33,4, 
Q3: 82,9)* 
CD8+-citotoksični limfociti T, Treg-regulatorni limfociti T, OM- oralni melanom, MCT- mastocitom, *p<0,05 (v 
primerjavi z odstotkom pred zdravljenjem) 
CD8+-cytotoxic T lymphocytes, Treg-cytotoxic T cells, OM- oral melanoma, MCT-mast cell tumour, *p<0,05 
(compared to the percentage before treatment) 
 
Prav tako smo ob koncu opazovalnega obdobja ugotovili značilno povišanje razmerja 
CD8+/Treg v skupinah psov glede na odgovor na zdravljenje (CR/PR in PD) v primerjavi z 
vrednostjo pred zdravljenjem (p<0,05, Tabela 12). 
 
Tabela 12: Mediana razmerja CD8+/Treg v krvi psov, razdeljenih v skupine glede na odgovor na zdravljenje 









CR/PR 18,4 (Q1: 10,5, Q3: 
35,5) 
22,3 (Q1: 14,5, 
Q3: 56,8) 
45,7 (Q1: 31,4, 
Q3: 81,4)* 
PD 12,5 (Q1: 9, Q3: 
19) 
25,0 (Q1: 8,2, 
Q3: 34,3) 
41,3 (Q1: 19,7, 
Q3: 55,3)* 
CD8+-citotoksični limfociti T, Treg-regulatorni limfociti T, CR-popolni odgovor, PR-delni odgovor, PD-
napredovala bolezen, *p<0,05 (v primerjavi z odstotkom pred zdravljenjem) 
CD8+-cytotoxic T lymphocytes, Treg-cytotoxic T cells, CR-complete response, PR-partial response, PD-
progressive disease, *p<0.05 (compared to the percentage before treatment) 
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4.3 IZRAŽANJE RECEPTORJEV IN LIGANDOV PROGRAMIRANE CELIČNE SMRTI 1 
V TUMORJIH 
 
PD-1 je izražalo 20/21 (95,2 %) mastocitomov in vseh 9 (9/9, 100 %) oralnih melanomov, PD-
L1 pa so izražali vsi tumorji (Priloga 7). Mediana izražanja PD-1 je bila 4,8 (Q1: 3,1, Q3: 5,2), 
PD-L1 pa 5,2 (Q1: 4,6, Q3: 5,7). Mastocitomi so izražali manj PD-1 (mediana 4,1, Q1: 2,9, Q3: 
5,2) in PD-L1 (mediana 4,9, Q1: 4,5, Q3: 5,9) kot oralni melanomi, pri katerih je bilo izražanje 
PD-1 (mediana 5,0, Q1: 4,7, Q3: 5,2) in PD-L1 (mediana 5,3, Q1: 5,1, Q3: 5,7) višje. Razlike 
v izražanju PD-1 in PD-L1 med vrstama tumorjev niso bile značilne (p>0,05). 
Glede na mediano izražanja PD-1 in PD-L1 smo postavili mejo med nizkim in visokim 
izražanjem. Če so tumorji izražali PD-1 ali PD-L1 v vrednosti manj ali enako 5, smo jih uvrstili 
v skupino z nizkim izražanjem; če je bilo skupno točkovanje večje od 5, smo jih uvrstili v 
skupino z visokim izražanjem. V skupino z nizkim izražanjem PD-1 je bilo uvrščenih 17/30 
(56,7 %) psov (14 z mastocitomi in 3 z oralnimi melanomi), v tisti z visokim izražanjem pa je 
bilo 13/30 (43,3 %) psov (7 z mastocitomi in 6 z oralnimi melanomi) (Priloga 8). V skupino z 
nizkim izražanjem PD-L1 je bilo uvrščenih 11/30 (36,7 %) psov (vsi z mastocitomi), v tisto z 
visokim izražanjem pa 19/30 (63,3 %; 10 z mastocitomi in 9 z oralnimi melanomi) (Priloga 9).  
Psi s tumorji z visokim izražanjem PD-1 in PD-L1 so imeli krajši povprečni čas preživetja in 
krajše preživetje brez napredovanja bolezni (PFS, angl. progression-free survival) kot tisti z 
nizkim izražanjem PD-1 in PD-L1 (p<0,05). Prav tako so imeli psi s tumorji z visokim 
izražanjem PD-1 in PD-L1 slabši odgovor na zdravljenje, saj je pri njih bolezen pogosteje 
napredovala kot pri tistih z nizkim izražanjem PD- in PD-L1 (p<0,05) (Sliki 15 in 16). 
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Slika 15: Odgovor na zdravljenje v skupinah psov s tumorji z nizkim in visokim izražanjem PD-1. Pri psih s 
tumorji z visokim izražanjem PD-1 (> 5 točk) je bolezen pogosteje napredovala kot pri tistih s tumorji z nizkim 
izražanjem PD-1 (< 5 točk). CR-popolni odgovor, PD-napredovala bolezen, PD-1-receptor programirane celične 
smrti 1, *-značilna razlika med skupinama in napredovanjem bolezni glede na izražanje PD-1 (p<0,05) 
Figure 15: Treatment response in dogs with tumours with high and low PD-1 expression. In dogs with tumours 
with high PD-1 expression (> 5 points), PD was more common than in dogs with tumours with low PD-1 
expression (<5 points). CR-complete response, PD-progressive disease, PD-1-programmed cell death-1, *-
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Slika 16: Odgovor na zdravljenje v skupinah psov s tumorji z nizkim in visokim izražanjem PD-L1. Pri psih s 
tumorji z visokim izražanjem PD-L1 (> 5 točk) je bolezen pogosteje napredovala kot pri tistih s tumorji z nizkim 
izražanjem PD-L1 (< 5 točk). CR-popolni odgovor, PD-napredovala bolezen, PD-L1-ligand 1 za receptor 
programirane celične smrti 1, *-značilna razlika med skupinama in napredovanjem bolezni glede na izražanje PD-
L1 (p<0,05)  
Figure 16: Treatment response in dogs with tumours with high and low PD-L1 expression. In dogs with tumours 
with hig PD-L1 expression (> 5 points), PD was more common than in dogs with tumours with low PD-L1 
expression (< 5 points). CR-complete response, PD-progressive disease, PD-L1-programmed cell death-1 ligand 
1, *-significant difference between the groups and progression of the disease, according to PD-L1 expression 
(p<0.05) 
 
Povprečni čas preživetja v skupini z nizkim izražanjem PD-1 je bil 58,6 meseca, v skupini z 
visokim izražanjem PD-1 pa 34,5 meseca. Slika 17 prikazuje Kaplan-Meierjevo krivuljo 
preživetja psov s tumorji z visokim in nizkim izražanjem PD-1.  
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Slika 17: Kaplan-Meierjeva krivulja preživetja psov s tumorji z nizkim in visokim izražanjem PD-1. Skupina 
psov s tumorji z visokim izražanjem PD-1 (> 5 točk) je imela značilno krajši povprečni čas preživetja kot tista s 
tumorji z nizkim izražanjem PD-1 (< 5 točk). PD-1-receptor programirane celične smrti 1, *p<0,05  
Figure 17: Kaplan-Meier survival curve of dogs with tumours with low and high PD-1 expression. The mean 
survival time in the group of dogs with  tumours with high PD-1 expression (> 5 points) was significantly shorter 
than that in the group with tumours with low PD-1 expression (< 5 points). PD-1-programmed cell death-1, *-
p<0.05 
 
V skupini z visokim izražanjem PD-L1 je bil povprečni čas preživetja 33 mesecev, v skupini z 
nizkim izražanjem PD-L1 pa zaradi velikega števila cenzoriranih podatkov ni bil dosežen. Slika 
18 prikazuje Kaplan-Meierjevo krivuljo preživetja psov s tumorji z visokim in nizkim 
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Slika 18: Kaplan-Meierjeva krivulja preživetja psov s tumorji z nizkim in visokim izražanjem PD-L1. Skupina 
psov s tumorji z visokim izražanjem PD-L1 (> 5 točk) je imela značilno krajši povprečni čas preživetja kot tista s 
tumorji z nizkim izražanjem PD-L1 (< 5 točk). PD-L1-ligand 1 za receptor programirane celične smrti 1, *-p<0,05 
Figure 18: Kaplan-Meier survival curve of dogs with tumours with low and high PD-L1 expression. The mean 
survival time in the group of dogs with tumours with high PD-L1 expression (> 5 points) was significantly shorter 
than that in the group with tumours with low PD-L1 expression (< 5 points). PD-L1-programmed cell death-1 
ligand 1, *-p<0.05 
 
Značilne razlike smo ugotovili tudi pri PFS; povprečno PFS je bilo v skupini z nizkim 
izražanjem PD-1 41,6 meseca, v skupini z visokim izražanjem PD-1 pa 15,3 meseca. Slika 19 
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Slika 19: Kaplan-Meierjeva krivulja PFS psov s tumorji z nizkim in visokim izražanjem PD-1. Skupina psov s 
tumorji z visokim izražanjem PD-1 (> 5 točk) je imela značilno krajše povprečno PFS kot tista s tumorji z nizkim 
izražanjem PD-1 (< 5 točk). PFS-preživetje brez napredovanja bolezni, PD-1-receptor programirane celične smrti 
1, *-p<0,05 
Figure 19: Kaplan-Meier curve for PFS dogs with tumours with low and high PD-1 expression. The mean PFS in 
the group of dogs with tumours with high PD-1 expression (> 5 points) was significantly shorter than that in the 




Povprečno PFS je bilo v skupini z nizkim izražanjem PD-L1 47,5 meseca, v skupini z visokim 
izražanjem PD-L1 pa 10,9 meseca. Slika 20 prikazuje Kaplan-Meierjevo krivuljo PFS psov s 
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Slika 20: Kaplan-Meierjeva krivulja PFS psov s tumorji z nizkim in visokim izražanjem PD-L1. Skupina psov s 
tumorji z visokim izražanjem PD-L1 (> 5 točk) je imela značilno krajše povprečno PFS kot tista s tumorji z nizkim 
izražanjem PD-L1 (< 5 točk). PFS-preživetje brez napredovanja bolezni, PD-L1-ligand 1 za receptor programirane 
celične smrti 1, *-p<0,05  
Figure 20: Kaplan-Meier curve for PFS of dogs with tumours with low and high PD-L1 expression. The mean PFS 
in the group of dogs with tumours with high PD-L1 expression (> 5 points) was significantly shorter than that in 
the group with tumours with low PD-L1 expression (< 5 points). PFS-progression-free survival, PD-L1-
programmed cell death-1 ligand 1, *-p<0.05 
 
Ko smo pse razdelili v skupine glede na vrsto tumorja, pri oralnih melanomih nismo opazili 
razlik med izražanjem PD-1 ali PD-L1 in časom preživetja ali PFS. Pri mastocitomih smo 
ugotovili značilno razliko med povprečnim časom preživetja glede na izražanje PD-1. 
Povprečni čas preživetja je bil v skupini psov z mastocitomi z visokim izražanjem PD-1 47,5 
meseca, v skupini z mastocitomi z nizkim izražanjem PD-1 pa ni bil dosežen (p<0,05). Slika 
21 prikazuje Kaplan-Meierjevo krivuljo preživetja psov z mastocitomi z visokim in nizkim 
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Slika 21: Kaplan-Meierjeva krivulja preživetja psov z mastocitomi z nizkim in visokim izražanjem PD-1. Skupina 
psov z mastocitomi z visokim izražanjem PD-1 (> 5 točk) je imela značilno krajši povprečni čas preživetja kot 
tista z mastocitomi z nizkim izražanjem PD-1 (< 5 točk). PD-1-receptor programirane celične smrti 1, *-p<0,05 
Figure 21: Kaplan-Meier survival curve of dogs with mast cell tumours with low and high PD-1 expression. The 
mean survival time in the group of dogs with mast cell tumours with high PD-1 expression (> 5 points) was 
significantly shorter than that in the group with mast cell tumours with low PD-1 expression (< 5 points), PD-1-
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4.4 KAKOVOST ŽIVLJENJA ZDRAVLJENIH PSOV  
 
4.4.1 Rezultati Vprašalnika o kakovosti življenja živali 
 
V prvem delu vprašalnika so lastniki ocenjevali trditve, ki so se nanašale na različne vidike 
življenja njihovih psov, od 1 (se ne strinjam) do 5 (se strinjam). Rezultati so prikazani v Prilogi 
11. 
Večina lastnikov zdravljenih psov je duševno stanje svojih psov ocenila kot dobro, prav tako 
so menili, da njihovi psi po zdravljenju niso kazali znakov bolečine, po zdravljenju niso imeli 
zmanjšanega apetita ali vnosa vode. Lastniki pri psih niso opažali driske, bruhanja, slabosti, 
motenj v higieni ali pri gibanju.  
Štiri dodatna vprašanja so se nanašala na oskrbo rane po zdravljenju in na stroške zdravljenja. 
Rezultati so pokazali, da je 33/44 (75 %) lastnikov skrbelo za rano svojega psa, medtem ko 7/44 
(16 %) ni oskrbovalo rane ali je to storil drug družinski član (2/44, 4,5 %). Dva lastnika (2/44, 
4,5 %) na to vprašanje nista odgovorila. Da bi bila oskrba rane lažja, so nekateri izmed lastnikov 
izrazili željo po dodatnem gradivu (11/44 (25 %) pisnem, 6/44 (13,6 %) slikovnem, 1/44 (2,3 
%) video gradivu) ali da bi jim oskrbo rane pokazal strokovnjak (12/44, 27,3 %). Večina 
lastnikov (38/44, 86,4 %) bi se za zdravljenje odločila ponovno, ne glede na stroške. Trije 
lastniki (3/44, 6,8 %) na vprašanje niso odgovorili. 
Lastniki so ocenili, da se je splošno zdravje psov v primerjavi s tistim ob postavitvi diagnoze 
raka od 1 (slabše) do 5 (boljše) izboljšalo (povprečje 3,9 ± 1,1). Splošno HRQoL na VAS (od 
1-zelo slabo do 10-odlično) so lastniki ocenili kot dobro (povprečje 7,4, ± 2,8). 
V nadaljevanju smo trenutno HRQoL primerjali glede na preučevane skupine zdravljenih psov. 
Rezultati so prikazani v Tabeli 13.  
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Tabela 13: Ocena HRQoL v štirih proučevanih skupinah psov 
Table 13: HRQoL assessment in the four studied groups 
Vrsta zdravljenja n Povprečje SD Min Max 
Neinvazivno (EKT+GEP, EKT, GEP) 33 8,07 2,016 1 10 
Invazivno (KRG+EKT+GEP, KRG+EKT, 
KRG+GEP) 
11 5,11 3,723 1 10 
Odgovor na zdravljenje n Povprečje SD Min Max 
Objektivni odgovor (CR, PR) 36 8,16 2,018 1 10 
PD 8 3,86 3,078 1 8 
Mesto tumorja n Povprečje SD Min Max 
Oralni tumorji 6 5,00 3,082 1 8 
Kožni/podkožni tumorji 38 7,74 2,574 1 10 
Velikost tumorja n Povprečje SD Min Max 
> 3 cm3 17 4,92 3,252 1 10 
≤ 3 cm3 27 8,62 1,329 6 10 
EKT-elektrokemoterapija; GEP-genski elektroprenos IL-12; KRG-kirurško zdravljenje; CR-popolni odgovor; 
PR-delni odgovor; PD-napredovala bolezen; n-število psov; SD-standardni odklon; Min-najnižja ocena; Max-
najvišja ocena 
EKT-electrochemotherapy; GEP-IL-12 gene electrotransfer; KRG-surgery; CR-complete response; PR-partial 
response; PD-progressive disease; n-number of dogs; SD-standard deviation; Min-minimal score; Max-maximal 
score 
 
V Tabeli 14 so prikazane razlike med HRQoL v preučevanih skupinah psov.  
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Tabela 14: Razlike v oceni HRQoL znotraj preučevanih skupin psov 
Table 14: Differences in HRQoL assessment within the studied groups 
Vrsta zdravljenja M* n** p  
Neinvazivno (EKT+GEP, EKT, GEP) 8 30 
0,035 Invazivno (KRG+EKT+GEP, KRG+EKT, 
KRG+GEP) 
5 9 
Odgovor na zdravljenje M n** p  
Objektivni odgovor (CR, PR) 8,5 32 
0,001 
PD 3 7 
Mesto tumorja M n** p  
Oralni tumorji 5 5 
0,040 
Kožni/podkožni tumorji 8 34 
Velikost tumorja M n** p  
> 3 cm3 5 13 
0,000 
≤ 3 cm3 9 26 
EKT-elektrokemoterapija; GEP-genski elektroprenos; KRG-kirurško zdravljenje; CR-popolni odgovor; PR-delni 
odgovor; PD-napredovala bolezen; M-mediana; n-število psov; *HRQoL ocena; **-5 lastnikov ni odgovorilo na 
vprašanje 
EKT-electrochemotherapy; GEP-gene electrotransfer; KRG-surgery; CR-complete response; PR-partial response; 
PD-progressive disease; M-median; n-number of dogs; *HRQoL assessment; **-5 owners did not respond to the 
question 
 
Rezultati so pokazali značilno razliko med vrsto zdravljenja in HRQoL psov. Lastniki so bolje 
ocenili HRQoL pri psih, zdravljenih z neinvazivno vrsto zdravljenja (p<0,05). Poleg tega so 
HRQoL bolje ocenili lastniki psov, ki so se odzvali na zdravljenje (p<0,05). HRQoL so slabše 
ocenili lastniki psov z oralnimi tumorji kot tistih s kožnimi/podkožnimi tumorji (p<0,05). 
Lastniki psov, ki so imeli manjše tumorje, so HRQoL ocenili bolje kot tisti, katerih psi so imeli 
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4.4.2 Rezultati Kratkega testa o vprašalniku 
 
Kratki test je rešilo vseh 44 lastnikov psov. Rezultati so prikazani v Prilogi 12. Večina lastnikov 
(29/44, 65,9 %) je ocenila, da vprašalnik popolnoma zajema problematiko, je dovolj natančen 
in primerne dolžine (37/44, 84,1 %). Trije lastniki (3/44, 6,8 %), ki se niso strinjali s prvo 
trditvijo, so menili, da bi morali v vprašalniku upoštevati starost psov, ki pomembno vpliva na 
kakovost življenja. Dva lastnika (2/44, 4,5 %) sta menila, da bi morali dodati vprašanje o 
uspešnosti zdravljenja, dva (2/44, 4,5 %) pa, da bi bilo treba dodati vprašanje o kakovosti 
življenja med zdravljenjem. Velika večina lastnikov je ocenila vprašanja kot enostavna ali 
ponekod enostavno razumljiva (skupno 39/44, 88,7 %) in zelo ali ponekod praktična (skupno 
37/44, 84,1 %).  
34/44 (77,3 %) lastnikov je ocenilo, da je vprašalnik odražal kakovost življenja njihovih psov. 
Šest lastnikov (6/44, 13,6 %) se s trditvijo ni strinjalo: dva izmed njih (2/44, 4,5 %) sta ponovno 
izpostavila, da v vprašalniku nismo upoštevali starosti psov. Oba sta menila, da se je kakovost 
življenja njunih psov po zdravljenju sicer izboljšala, vendar sta imela psa še druge starostne 
težave, ki so vplivale na slabšo kakovost življenja. Dva lastnika (2/44, 4,5 %) sta menila, da bi 
bilo treba vprašalnik izpolnjevati pred in po zdravljenju, da bi bili odgovori natančnejši.  
Manj kot polovica (17/44, 38,6 %) lastnikov se je zaradi izpolnjevanja vprašalnika počutila bolj 
vpete v zdravljenje svojega psa. Šest lastnikov (6/44, 13,6 %), ki so odgovorili nikalno in svoj 
odgovor utemeljili, je zapisalo, da se počutijo vključene v zdravljenje svojih psov že od začetka 
in da izpolnjevanje vprašalnika tega ni bistveno spremenilo. Štirje lastniki (4/44, 9 %) niso 
čutili povezave med vprašalnikom in vključenostjo v zdravljenje svojih psov. Preostali lastniki 
(11/44, 25 %), ki so na vprašanje odgovorili nikalno, svojega odgovora niso utemeljili. 
V zadnjem vprašanju smo lastnike prosili za predloge glede izboljšave vprašalnika. Dva 
lastnika (2/44, 4,5 %) sta menila, da bi bilo treba dodati več vprašanj odprtega tipa, ki bi bila 
bolj natančna. Eden izmed lastnikov (1/44, 2,3 %) je predlagal, da bi v vprašalnik dodali več 
vprašanj o izkušnji lastnika z zdravljenjem (npr. porabljen čas, denar).  
 
  
N. Milevoj: Vrednotenje postopkov elektrokemoterapije in genskega elektroprenosa … pri psih. 84 





5.1 FARMAKOKINETIKA BLEOMICINA V KRVI PSOV 
 
Eden izmed ciljev naše raziskave je bil določiti farmakokinetiko BLM v krvi psov, zdravljenih 
z EKT po intravenski aplikaciji BLM. Na podlagi rezultatov smo želeli preveriti, ali je časovno 
okno za dovajanje pulzov (8–28 minut po aplikaciji BLM) primerno in ali je treba prilagoditi 
odmerek BLM ali časovno okno starosti ter telesni masi psov. 
Kosjekova in sod. (18) so nedavno razvili analitsko metodo (LC-MS/MS) za natančno merjenje 
koncentracije BLM v serumu in tkivih. V predkliničnih raziskavah so z omenjeno metodo 
Grošelj in sod. (103) analizirali farmakokinetiko BLM v serumu in tumorjih pri miših. 
Ugotovili so, da na koncentracijo BLM v tumorju najbolj vpliva ožiljenost tumorja; v 
karcinomih je bila koncentracija BLM 4,9-krat višja kot v melanomih. Koncentracija BLM v 
tumorjih ni korelirala s serumsko koncentracijo BLM pri miših. 
Po naših podatkih je bila edina raziskava farmakokinetike BLM pri psih opravljena pred več 
kot 40 leti (105). V tej raziskavi so določali farmakokinetične lastnosti BLM v krvi petih 
zdravih poskusnih psov z radioimunsko analizo (RIA). Ugotovili so, da ima po intravenski 
aplikaciji BLM bifazno eliminacijsko krivuljo, t1/2 1,01 ± 0,19 h in Vd 388 ± 24,5 ml/kg. V naši 
raziskavi je bila serumska eliminacijska krivulja BLM monofazna, t1/2 22,03 ± 0,88 min in Vd 
224,5 ± 75,02 ml/kg. Možnih vzrokov za razlike med rezultati je več. Strong in sod. (105) so v 
svoji raziskavi za določanje farmakokinetičnih parametrov uporabili RIA, v naši raziskavi pa 
smo uporabili natančnejšo metodo, LC-MS/MS. Prednosti LC-MS/MS pred RIA so višja 
specifičnost, senzitivnost in nižja meja detekcije (189). V našo raziskavo smo vključili 23 psov 
različnih starosti in telesnih mas, medtem ko so Strong in sod. proučevali farmakokinetiko BLM 
pri petih zdravih psih enake pasme, podobne telesne mase in starosti. V raziskavi po aplikaciji 
BLM tudi niso uporabili elektroporacije. 
Ugotovili smo, da ima pri psih BLM majhen Vd (190), kar je skladno s hidrofilno naravo 
zdravila in oteženim prehajanjem BLM skozi celično membrano ter posledično manjšo 
sekvestracijo v celicah. Posledično ima BLM tudi kratek t1/2 (22 minut); izračunani t1/2 potrjuje, 
da je izbrano časovno okno za dovajanje električnih pulzov pri EKT ustrezno. Pri psih sicer ni 
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določeno, kolikšna je terapevtska koncentracija BLM za EKT, na splošno pa se pri človeku 
zdravila izločijo iz telesa v času 4–5 t1/2 (191).  Menimo, da je izbrano časovno okno od 8 do 28 
minut po aplikaciji BLM primerno, morda pa bi ga lahko, kakor pri starejših bolnikih v humani 
onkologiji, tudi podaljšali. Podaljšanje časa za dovajanje električnih pulzov bi bilo koristno 
predvsem pri zelo velikih tumorjih ali številnih metastatskih lezijah, s čimer se v praksi srečamo 
zelo redko.  
V naši raziskavi smo ugotovili, da so imeli psi relativno majhen CL (7,04 ± 2,05 ml/min/kg); 
možna razlaga za naša opažanja bi lahko bila akumulacija BLM v tumorskem tkivu, kamor smo 
dovajali električne pulze. BLM se sicer lahko kopiči tudi v pljučih in koži, kjer ga ne razgradi 
BLMH, zato lahko pri ljudeh BLM v teh organih povzroči neželene stranske učinke (96). Pri 
zdravljenih psih takih stranskih učinkov nismo opazili, za določanje vrednosti BLM v pljučih 
in koži pa bi bili potrebni biopsija in analiza omenjenih organov, kar je z etičnega vidika 
nesprejemljivo. 
Glavne spremenljivke, ki lahko vplivajo na farmakokinetiko zdravila, so: starost, telesna masa, 
disfunkcija organov (predvsem ledvic in jeter), sočasno jemanje drugih zdravil in genetske 
značilnosti živali (192). Staranje lahko vpliva na farmakokinetiko zdravil, vendar pa se 
starostne spremembe pri osebkih ne pojavljajo enako hitro. To še posebej velja pri psih, kjer se 
srečamo z izrazito variabilnostjo v velikosti in obratno sorazmerno povezavo med telesno maso 
in pričakovano življenjsko dobo (193). V veterinarski medicini  najdemo različne sisteme 
razvrščanja psov v starostne skupine (194–196), vendar je njihova skupna pomanjkljivost ta, da 
v starostnih skupinah ne upoštevajo telesne mase oz. velikosti psov. Zato smo v naši raziskavi 
povzeli sistem po Cattai in sod. (180), kjer so za namene raziskave farmakokinetike propofola 
razvili sistem, v katerem so pse uvrstili v dve starostni skupini in pri tem upoštevali tudi njihovo 
telesno maso.  
Pri starejših psih lahko, podobno kot pri ljudeh, pričakujemo izgubo osnovnih funkcionalnih 
enot, kot so npr. nefroni v ledvicah, prav tako pa se spremeni telesna sestava, kar lahko 
pomembno vpliva na izločanje snovi iz organizma. S staranjem postopoma upade odstotek 
skupne količine vode in puste telesne mase, kar se odrazi v relativnem povišanju odstotka 
telesne maščobe (197). To lahko vpliva na porazdelitvene parametre vodotopnih zdravil, kot je 
BLM (19). Pri starejših psih se zmanjša Vd in posledično se zviša koncentracija zdravila v krvi. 
Zmanjšanje Vd vodotopnih zdravil pri tistih starejših psih z oslabljeno ledvično funkcijo 
N. Milevoj: Vrednotenje postopkov elektrokemoterapije in genskega elektroprenosa … pri psih. 86 
Ljubljana: UL, Veterinarska fakulteta, 2020. Doktorska disertacija 
 
 
sovpada z zmanjšanim CL, zato se razpolovni čas izločanja bistveno ne podaljša. V naši 
raziskavi smo dokazali negativno korelacijo med starostjo psov in Vd, saj so imeli mlajši psi 
višji Vd kot starejši, razlik v CL pa v nasprotju s pričakovanji nismo ugotovili. Te ugotovitve 
bi lahko pripisali temu, da v skupini starejših psov ni bilo osebkov s klinično očitno oslabljeno 
ledvično funkcijo, ki bi lahko upočasnila izločanje BLM iz telesa. Vd je pri starejših psih torej 
lahko povečan zaradi relativnega povišanja odstotka telesne maščobe, a se zdravilo ob normalni 
ledvični funkciji izloči iz telesa v času, primerljivem s tistim pri mlajših psih. Pri starejših psih 
se je sicer pokazala tudi tendenca podaljšanega t1/2, ki pa je imela precej nizek determinacijski 
koeficient (R2=0,207). Za potrditev ali izključitev povezanosti med starostjo psov in t1/2 BLM 
bi bilo treba opraviti raziskavo na večjem številu psov. 
V literaturi lahko zasledimo različne načine razvrščanja psov v skupine glede na telesno maso. 
Pogosto uporabljena meja, ki loči velike in zelo velike pasme od srednjih, malih in pritlikavih, 
je pri 25 kg telesne mase (177, 178). Pričakovali smo, da bomo pri manjših psih zaradi hitrejše 
presnove ugotovili razlike v farmakokinetičnih parametrih. Pričakovana razlika je bila v našem 
primeru majhna, saj smo BLM odmerjali glede na telesno maso. Ne glede na to pa razlik med 
večjimi (> 25 kg) in manjšimi (≤ 25 kg) psi nismo ugotovili. Nekateri avtorji po vzoru iz 
humane medicine predlagajo, da je za farmakokinetične parametre, predvsem CL, bolj primeren 
izračun, prilagojen telesni površini psov (198), saj ta bolje odraža bazalno presnovo in bolj 
sovpada z velikostjo ledvic in s količino vode v telesu. Tudi ko smo primerjali CL glede na 
telesno površino, nismo opazili razlik med opazovanima skupinama velikih in majhnih psov. 
Vzrok za naša opažanja je lahko v majhni variabilnosti v telesni masi psov; v prihodnosti bi 
bilo treba za potrditev naših opažanj razširiti vzorec in vključiti tudi zelo majhne (< 5 kg) in 
velike (> 50 kg) pse, kar je v kliničnih raziskavah pogosto precej težko izvesti. 
BLM se po aplikaciji pri človeku v manj kot 1 % veže na plazemske beljakovine in se večinoma 
izloči skozi ledvice z glomerulno filtracijo (199). Pričakujemo lahko, da bo pri psih z okvarjeno 
ledvično funkcijo CL zdravila manjši in da se bo podaljšal t1/2. V naši proučevani skupini je bil 
en pes (pacient št. 4) z blago povišano vrednostjo, preostali pa so imeli normalne vrednosti 
serumskega kreatinina. Crooke in sod. (200) so sicer v svoji raziskavi opazili podaljšanje t1/2 
šele pri pacientih z znatno znižanim očistkom kreatinina. Za oceno vpliva ledvične funkcije na 
farmakokinetične parametre BLM bi morali v nadaljnjih raziskavah vključiti pse z različno 
stopnjo ledvičnega popuščanja in uporabiti natančnejše diagnostične metode za oceno hitrosti 
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glomerulne filtracije (npr. očistek kreatinina, ioheksola ali radioaktivno označenih markerjev) 
(19, 201).  
Nedavno so Grošelj in sod. (19) z analitsko metodo, enako naši, določali farmakokinetiko BLM 
v krvi starejših bolnikov (> 65 let), zdravljenih z EKT. Ugotovili so, da ima BLM po bolusni 
intravenski aplikaciji v odmerku 15.000 IU/m2 monofazno eliminacijsko krivuljo, s čimer se 
skladajo tudi rezultati naše raziskave pri psih. V primerjavi z našimi rezultati so imeli bolniki 
daljši t1/2 (30 minut v primerjavi z 22 minutami pri psih), kar je skladno z opažanji drugih 
avtorjev, da so razpolovni časi zdravil pri ljudeh daljši kot pri domačih živalih (202). Manjšo 
kvantitativno sposobnost presnavljanja zdravil pripisujejo daljši življenjski dobi človeka v 
primerjavi z živalmi. V raziskavi farmakokinetike BLM pri človeku so bili vključeni le starejši 
pacienti, zato primerjava parametrov pri bolnikih različnih starosti ni bila možna. V literaturi 
sicer zasledimo starejši raziskavi o farmakokinetiki BLM pri otrocih različnih starostnih skupin 
(203) in odraslih bolnikih z rakom (204). Yee in sod. (203) so ugotovili, da imajo otroci, mlajši 
od treh let, krajši t1/2 in večji CL od starejših otrok (> 8 let). Pri le-teh so bili farmakokinetični 
parametri že primerljivi s tistimi pri odraslih ljudeh. Slednje ugotovitve bi lahko pojasnile 
odsotnost razlik med farmakokinetičnimi parametri v naši preučevani skupini, kjer ni bilo 
vključenih psov, mlajših od 5 let oziroma mladičev, pri katerih bi se morda razlike v 
farmakokinetiki bolj izrazito pokazale. 
Z raziskavo smo potrdili, da je pri psih, zdravljenih z EKT, časovno okno za dovajanje 
električnih pulzov od 8 do 28 minut po intravenski aplikaciji BLM ustrezno. Glede na naše 
rezultate in dober klinični odgovor na zdravljenje je odmerek BLM ustrezen ter ga ni treba 
prilagajati starosti psov ali njihovi telesni masi. 
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5.2 SUBPOPULACIJE LIMFOCITOV V KRVI ZDRAVLJENIH PSOV 
 
Eden izmed ciljev naše raziskave je bil tudi ugotavljanje dinamike sprememb v deležu 
limfocitov v krvi po zdravljenju s kombinacijo EKT in GEP IL-12. Posebej smo želeli ugotoviti, 
ali lahko z GEP IL-12 kot sistemsko imunoterapijo znižamo količino Treg v krvi in ali bi lahko 
odstotek Treg uporabili kot napovedni dejavnik za uspešnost terapije in/ali indikacijo za 
ponovitev zdravljenja. 
Imunski pobeg tumorjev in njihovo imunosupresivno delovanje pogosto privedeta do 
neravnovesja v subpopulacijah imunskih celic. Številni avtorji navajajo znižane vrednosti 
CD8+ limfocitov v krvi psov s tumorskimi obolenji v primerjavi z zdravimi psi, prav tako pa 
so pri določenih vrstah tumorjev (predvsem limfomih in karcinomih) ugotovili nižji odstotek 
CD4+ limfocitov v krvi (23, 25, 123, 124). Med zdravljenjem s kemoterapijo so pri psih z 
limfomom zaznali dvig števila CD4+ in CD8+ limfocitov v krvi na normalne vrednosti, pri psih 
z osteosarkomom pa tega učinka med zdravljenjem niso ugotovili (23, 124). V naši raziskavi 
odstotkov subpopulacij limfocitov T v krvi preučevanih psov nismo primerjali z zdravimi psi. 
Tako kot Biller in sod. (23) tekom zdravljenja nismo opazili značilnih razlik v odstotku CD4+ 
in CD8+ limfocitov v krvi psov.  
Zavora imunskega sistema, ki jo v tumorskem mikrookolju povzročajo Treg in druge celice 
zaviralke, npr. mieloidne supresorske celice (MDSC, angl. myeloid-derived supressor cells), je 
eden najpomembnejših mehanizmov pobega tumorjev imunskemu sistemu in ovira pri 
zdravljenju z imunoterapijo (30, 120). Dokazano je bilo, da se pri psih z rakavimi obolenji 
poviša ne le odstotek Treg v tumorju, temveč tudi v krvi (22–24). Pri nekaterih vrstah tumorjev 
delež Treg v tumorskem mikrookolju (27) ali v krvi (26, 28) korelira s kliničnim stadijem, 
stopnjo malignosti ali napredovanjem bolezni (26–28). V drugih raziskavah niso opazili 
povezave med količino Treg v krvi in prognozo (23). V naši preučevani skupini psov, zdravljenih 
s kombinacijo EKT in GEP IL-12, se je tekom zdravljenja odstotek Treg znižal (p<0,05), vendar 
pa nismo dokazali povezave med zmanjšanjem odstotka Treg in odgovorom na zdravljenje. 
Odstotek Treg je namreč značilno upadel tako v skupini pacientov s popolnim odgovorom kot 
pri tistih, pri katerih je bolezen napredovala kljub zdravljenju. Menimo, da znižanje odstotka 
Treg v krvi kaže na sistemsko delovanje GEP IL-12 (125), odstotka Treg pa ne moremo uporabiti 
kot napovedni dejavnik za uspešnost zdravljenja. Vzrokov za naše ugotovitve je lahko več. Prvi 
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je ta, da morda delež Treg  v krvi ne sovpada s tistim v tumorju in zato ne odraža dejanskega 
stanja v tumorskem mikrookolju. Ob pregledu literature nismo našli raziskav, s katerimi bi 
primerjali razmerje med Treg  v krvi in tumorjih pri psih. Drugi možni razlog je ta, da je morda 
učinek GEP IL-12 nezadosten za doseganje optimalnega odgovora in bi bilo treba zdravljenje 
ponavljati in/ali uporabiti višje odmerke plazmida. Tretji možni vzrok je, da tumorji uporabljajo 
druge načine imunskega pobega po znižanju odstotka Treg v krvi (120).  
Naši rezultati potrjujejo ugotovitev predklinične raziskave, da zdravljenje z IL-12 zniža 
koncentracijo Treg (29). V raziskavi, kjer so ocenjevali prisotnost Treg v tumorskem tkivu pri 
miših po zdravljenju z GEP IL-12, se je število Treg začasno sicer znižalo, a se je nato do 4-
kratno povišalo od 3 do 10 dni po zdravljenju (136). Prav tako so pri psih z mastocitomi, 
zdravljenimi s peritumorskim GEP IL-12, ugotovili značilno povišanje deleža Treg v tumorju 4 
tedne po zdravljenju (14). Nenadno reinfiltracijo s Treg bi lahko pripisali vnetnim dejavnikom, 
kratkotrajnemu vplivu IL-12 na zmanjšanje deleža Treg ali prekratkem intervalu vzorčenja tkiva 
po zdravljenju (14, 136). Tudi v naši raziskavi se je pri 8/29 (27,6 %) psih 4 tedne po zdravljenju 
povišal odstotek Treg, vendar je pri 7/8 (87,5%) pacientov upadel ob koncu opazovalnega 
obdobja, pri enem psu pa je ostal nespremenjen. Menimo, da je nenadno povišanje deleža Treg 
po zdravljenju z GEP IL-12 tako v predkliničnih kot v naši raziskavi lahko posledica vnetnih 
dejavnikov zaradi imunskega odziva na zdravljenje (14).  
Poleg odstotka Treg se v humani (132–135, 205) in veterinarski literaturi (23) kot prognostični 
dejavnik uporablja razmerje CD8+/Treg v krvi ter tumorjih. Pacienti z nižjim razmerjem 
CD8+/Treg so imeli v navedenih raziskavah slabšo prognozo. V naši raziskavi smo zaznali 
značilno razliko v razmerju CD8+/Treg tekom zdravljenja (ob koncu opazovalnega obdobja v 
primerjavi s časom pred zdravljenjem), vendar nismo ugotovili povezave med razmerjem 
CD8+/Treg in odgovorom na zdravljenje. Razmerje se je namreč značilno povišalo tako v 
skupini psov z objektivnim odgovorom na zdravljenje (CR in PR) kot pri tistih psih, pri katerih 
je bolezen napredovala kljub zdravljenju (PD). Vzrok je lahko v heterogenosti izbranih 
tumorjev: v prej omenjenih raziskavah so v veterinarski medicini odkrili povezavo le pri 
osteosarkomih, pri človeku pa se kot prognostični dejavnik uporablja predvsem pri karcinomih 
(132–135). V naši preučevani skupini ni bilo vključenih psov s sarkomi ali karcinomi, temveč 
z drugimi vrstami tumorjev (oralni melanom, mastocitom in kožni plazmacitom). Možno je, da 
za vrste tumorjev, ki smo jih preučevali v raziskavi, razmerje CD8+/Treg ni ustrezen 
prognostični dejavnik. Za potrditev te hipoteze bi bilo treba preučevano skupino razširiti in 
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vanjo dodati pse s karcinomi in sarkomi, zdravljenimi z GEP IL-12 in EKT. Rezultati raziskave 
kažejo, da zdravljenje s kombinacijo EKT in GEP IL-12 zniža odstotek Treg in poviša razmerje 
CD8+/Treg v krvi psov z različnimi vrstami tumorjev. Zdravljenje ne vpliva na odstotek CD4+ 
in CD8+ limfocitov v krvi. Znižanje odstotka Treg ni povezano z odgovorom na zdravljenje, 
zato ni uporabno kot napovedni dejavnik ali kot vodilo za odločitev o ponavljanju zdravljenja. 
GEP IL-12 bi v prihodnosti lahko kombinirali z drugimi vrstami zdravljenj, npr. s protitelesi 
proti PD-1 in PD-L1, in tako še povečali njegov sistemski protitumorski učinek. 
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5.3 IZRAŽANJE RECEPTORJEV IN LIGANDOV PROGRAMIRANE CELIČNE SMRTI 1 
V TUMORJIH  
 
V naši raziskavi smo želeli z imunohistokemijo ovrednotiti izražanje PD-1 in PD-L1 v tumorjih 
30 psov, zdravljenih s kombinacijo EKT ter GEP IL-12, in ugotoviti, ali izražanje katerega koli 
od antigenov vpliva na izid zdravljenja ter čas preživetja psov.  
Izražanje PD-1 in PD-L1 v tumorskem mikrookolju je eden izmed načinov tumorskega pobega 
imunskemu sistemu. Pri človeku je izražanje PD-L1 povezano s slabšo prognozo, hitrejšim 
napredovanjem bolezni in krajšo dobo preživetja bolnikov (33–38). Izražanje PD-1 v 
mastocitomih pri psih je bilo doslej ovrednoteno v dveh raziskavah, in sicer s pretočno 
citometrijo (41) in imunohistokemijo (206). Izražanje je bilo ugotovljeno v 50–54,2 % tumorjev 
(41, 206). Izražanje PD-L1 v mastocitomih pa je bilo ovrednoteno v štirih raziskavah: v treh 
raziskavah (32, 41, 206) z imunohistokemijo in v eni (40) s pretočno citometrijo. Izražanje PD-
L1 so ugotovili v 35,7–84,6 % mastocitomov. V naši raziskavi smo ugotovili izražanje PD-1 v 
95,2 % mastocitomov, PD-L1 pa so izražali vsi mastocitomi. Razlika v rezultatih izražanja bi 
bila lahko posledica uporabe različnih metod (pretočna citometrija v primerjavi z 
imunohistokemijo), stopenj malignosti tumorjev ter različnih primarnih protiteles in različnih 
načinov ocenjevanja imunohistokemičnega obarvanja. Maekawa in sod. (32, 40) so v obeh 
raziskavah preučevali izražanje PD-L1 v mastocitomih najvišje histološke stopnje malignosti 
(III) po Patnaiku (183), medtem ko so bili naši vzorci tumorjev vseh treh stopenj malignosti. 
Žagar (206) sicer opisuje višje izražanje PD-L1 pri mastocitomih stopnje malignosti II in III po 
Patnaiku, pri naših vzorcih povezave med stopnjo malignosti in izražanjem PD-1 in PD-L1 
nismo mogli statistično ovrednotiti, ker je bilo vključeno premajhno število psov s tumorji 
stopenj malignosti I in III. Poleg razlik v preiskovanih tumorjih so bila v raziskavah uporabljena 
različna primarna protitelesa in različni načini ocenjevanja. Medtem ko smo v naši raziskavi 
uporabili kvantitativni sistem ocenjevanja, pri katerem smo upoštevali jakost obarvanja in delež 
obarvanih celic, so v drugih raziskavah uporabili binarni sistem, kjer so tumorje uvrstili v 
skupini z ali brez izražanja PD-L1. Meja med skupinama je bila 0 % (32, 206)  ali 10 % (41), v 
naši raziskavi pa smo postavili mejo pri 5-% deležu obarvanih celic. Za potrebe naše raziskave 
smo želeli čim bolj objektivno ovrednotiti izražanje PD-1 in PD-L1, zato smo izbrali metodo 
ocenjevanja po Sampedro-Núñezu in sod. (187), s katero smo lahko bolje kvantificirali rezultate 
in jih primerjali med seboj. Mejo med visokim izražanjem smo določili glede na mediano 
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izražanja PD-1 in PD-L1 v združenem vzorcu. Menimo, da bi bilo treba v prihodnosti za lažjo 
primerjavo med raziskavami poenotiti sistem ocenjevanja imunohistokemičnega barvanja.  
Tudi pri vzorcih človeških tumorjev se rezultati imunohistokemičnega barvanja PD-L1 med 
raziskavami zelo razlikujejo (207). Možnih vzrokov, ki lahko privedejo do nasprotujočih si 
rezultatov med posameznimi raziskavami, je več. Prvi je uporaba različnih protiteles z 
nedokazano medsebojno primerljivostjo (207). Drugi je uporaba različnih definicij pozitivne 
reakcije (obarvanje na površini celic v primerjavi s citoplazemskim obarvanjem, obarvanje 
tumorskih celic in drugic celic tumorskega mikrookolja in različne meje med pozitivnim ter 
negativnim izražanjem PD1/PD-L1) (187, 207). Tretji vzrok, na katerega opozarjajo Patel in 
sod. (207), so različni načini odvzema tkiv (incizijska ali ekscizijska biopsija in primarni tumor 
ali metastatska lezija) ter različna priprava in obdelava vzorcev. Prav tako je obarvanje lahko 
različno, če je izražanje PD-L1 spodbujeno z vnetnimi citokini (IFN-γ) ali onkogeni. Vse 
našteto so dejavniki, ki jih je v svetovnem merilu sicer nemogoče popolnoma poenotiti, pa 
vendar bi oblikovanje splošnih priporočil omogočilo bolj primerljive rezultate in hitrejši 
napredek na področju raziskav imunskih kontrolnih točk in njihovih zaviralcev. 
Znano je, da ima oralni melanom pri psih tako kot melanom pri človeku visoko izražanje PD-
L1. Maekawa in sod. so z imunohistokemičnim barvanjem ugotovili izražanje PD-L1 v 8 (40) 
in 40 (32) oralnih melanomih pri  psih. Izražanje je bilo v obeh primerih visoko – 100 % v prvi 
in 90 % v drugi raziskavi – kar je skladno z našimi rezultati, kjer je PD-L1 izražalo 100 % 
oralnih melanomov. S pretočno citometrijo so v drugi raziskavi ugotavljali tudi izražanje PD-1 
na limfocitih v tumorjih; ugotovili so visoko izražanje na CD4+ (80,2–96,8 %) in CD8+ (70,9–
96,6 %) limfocitih. Izražanje je bilo višje kot na limfocitih zdravih psov, izoliranih iz krvi. Po 
naših podatkih ni objavljenih raziskav, kjer bi z imunohistokemijo določali izražanje PD-1 v 
vzorcih pasjega oralnega melanoma. V naši raziskavi je PD-1 izražalo 100 % tumorjev.  
Pomen izražanja PD-1 in PD-L1 kot prognostičnega dejavnika v humani medicini še ni 
popolnoma razjasnjen. V nekaterih raziskavah je bilo visoko izražanje PD-L1 povezano s slabšo 
prognozo pri različnih vrstah tumorjev (33–38), drugi avtorji pa navajajo, da je visoko izražanje 
PD-1 (140) ali PD-L1 (140–142) povezano z ugodnejšo prognozo. Avtorji slednjih raziskav 
predpostavljajo, da je višje izražanje PD-L1 povezano z aktivnejšim imunskim odzivom v 
tumorju, saj so ugotovili višji odstotek tumor infiltrirajočih limfocitov v preiskovanih vzorcih 
(141). Edina raziskava v veterinarski medicini, kjer so doslej ovrednotili izražanje PD-1 in PD-
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L1 v povezavi s preživetjem psov, je bila opravljena pri večjem številu mastocitomov različnih 
stopenj malignosti (206). Medtem ko izražanje PD-L1 ni vplivalo na preživetje psov, so 
ugotovili, da so imeli psi s tumorji brez izražanja PD-1 slabšo prognozo kot tisti, katerih tumorji 
so izražali PD-1. V naši raziskavi je bilo visoko izražanje (skupno število točk ≥ 5) tako PD-1 
kot PD-L1 povezano z napredovanjem bolezni, s krajšim časom preživetja in PFS. Vseh deset 
psov, tako z mastocitomi kot oralnimi melanomi, ki na zdravljenje niso odgovorili (PD), je bilo 
uvrščenih v skupino z visokim izražanjem PD-L1, medtem ko je bilo 8/10 (80 %) teh psov 
uvrščenih v skupino z visokim izražanjem PD-1. Prav tako je bilo v skupino s tumorji z visokim 
izražanjem PD-L1 uvrščenih vseh šest psov, ki so poginili ali bili evtanazirani zaradi vzrokov, 
povezanih s tumorjem. 5/6 (83 %) teh psov je bilo uvrščenih v skupino z visokim izražanjem 
PD-1. Združeni rezultati kažejo, da bi nam lahko morda določanje izražanja PD-1 in PD-L1 
pomagalo pri napovedovanju odgovora na zdravljenje z EKT in GEP IL-12, preživetja ter 
verjetnosti ponovitve bolezni. 
Pse smo razdelili tudi v skupine glede na vrsto tumorja (21 psov z mastocitomi in 9 z oralnimi 
melanomi), ker smo želeli preveriti, ali obstajajo razlike tudi med skupinami psov znotraj 
posameznih tipov tumorjev. Pri psih z oralnimi melanomi nismo zaznali značilnih razlik v času 
preživetja ali PFS. Vzrok za to bi lahko bilo premajhno število vključenih psov s takimi tumorji. 
Vsi psi z oralnimi melanomi so bili uvrščeni v skupino z visokim izražanjem PD-L1. Ne vemo 
še, ali lahko to ugotovitev posplošimo na vse oralne melanome, zato bo v prihodnosti treba 
oceniti izražanje na večjem številu vzorcev. 3/9 (33,3 %) psov z oralnim melanomom pa je bilo 
uvrščenih v skupino z nizkim izražanjem PD-1. Vzorec je bil sicer še vedno premajhen za 
statistično analizo, vendar pa je zanimivo opažanje, da je imel pacient z najnižjim izražanjem 
PD-1 (skupno število točk 1, pacient št. 28) v skupini oralnih melanomov najdaljše preživetje 
(22 mesecev) in je bil kljub napredovanju bolezni (zasevki v pljučih) evtanaziran zaradi 
razlogov, nepovezanih s tumorjem. V skupini psov z mastocitomi smo ugotovili značilno 
razliko v povprečnem času preživetja glede na izražanje PD-1. V nasprotju z dosedanjimi 
ugotovitvami (206) so imeli psi s tumorji z visokim izražanjem PD-1 krajši čas preživetja kot 
tisti s tumorji z nizkim izražanjem PD-1. 
Pri človeku protitelesa proti PD-1 in PD-L1 že uporabljajo za zdravljenje neresektabilnega ali 
metastatskega melanoma, nedrobnoceličnega raka pljuč, Hodgkinsovega limfoma in karcinoma 
pljuč (208). Kljub temu da so v več predkliničnih raziskavah razvili protitelesa proti pasjima 
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PD-1 in PD-L1 (39, 139, 151, 209), po naših podatkih obstaja le ena klinična raziskava o njihovi 
uporabnosti pri zdravljenju psov s tumorji. Maekawa in sod. (152) so razvili lastno protitelo 
proti PD-L1 in ga uporabili pri zdravljenju manjše skupine psov z metastatskim oralnim 
melanomom in nediferenciranim sarkomom. Čeprav se je zdravljenje izkazalo za varno in 
učinkovito, po naših podatkih podobnega pristopa za zdravljenje večjega števila psov še niso 
raziskali. Glede na rezultate naše raziskave menimo, da bi bila lahko pri pacientih s tumorji z 
visokim izražanjem PD-1 ali PD-L1 kombinacija zdravljenja z blokiranjem omenjenih molekul 
in EKT ter GEP IL-12 učinkovita pri zdravljenju mastocitomov in oralnih melanomov pri psih.  
Rezultati kažejo, da je pri psih visoko izražanje PD-1 in PD-L1 v tumorjih povezano s krajšim 
časom preživetja, krajšim PFS ter pogostejšim napredovanjem bolezni po zdravljenju z EKT in 
GEP IL-12. Glede na naše ugotovitve menimo, da bi izražanje PD-1 in PD-L1 morda lahko 
uporabili kot napovedni dejavnik, prav tako pa bi v prihodnosti lahko kombinirali uporabo EKT 
in GEP IL-12 s protitelesi proti PD-1 ali PD-L1. 
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5.4 KAKOVOST ŽIVLJENJA ZDRAVLJENIH PSOV 
 
Vprašalniki za ocenjevanje HRQoL so pomembno orodje za vrednotenje vpliva raka in 
onkoloških zdravljenj na delovanje telesa ter počutje posameznika. Njihova uporaba v 
veterinarski medicini postaja vedno bolj pomembna, saj nam lahko pomagajo pri odločitvah o 
zdravljenju, zagotavljajo prognostične podatke, z njimi ocenjujemo vpliv novih vrst zdravljenj, 
prav tako izboljšujejo vez med veterinarjem in lastnikom, saj se slednji tako počutijo bolj 
vključene v postopek zdravljenja bolezni. 
Po zdravljenju z EKT in/ali GEP IL-12 je pričakovana posledica nekroza tumorja in 
spremljajoči klinični znaki, kot so edem, eritem ter druge značilnosti lokalnega vnetja, ki lahko 
trajajo do 14 dni po zdravljenju. Po tem obdobju se na mestu zdravljenja pojavi krasta, ki 
odpade približno mesec dni po zdravljenju (16). To je najprimernejši čas za oceno odgovora na 
zdravljenje po kriterijih RECIST (182) in razlog, da smo vprašalnike o kakovosti življenja 
lastnikom razdelili vsaj en mesec po zdravljenju, ko so njihovi psi že prestali vse faze celjenja 
zdravljenega področja. Menimo tudi, da so lastniki po zaključku zdravljenja HRQoL svojih 
psov lahko ocenili bolj objektivno kot med obdobjem nekroze tumorja in celjenja rane. 
Odgovor na zdravljenje pomembno vpliva ne le na zdravljeno žival, temveč tudi na lastnikovo 
oceno HRQoL. Razumljivo je, da bodo lastniki živali, ki na zdravljenje ne odgovarjajo po 
pričakovanjih, presodili, da je kakovost življenja živali enaka ali celo slabša kot pred 
zdravljenjem, tudi če veterinar oceni drugače. Navedeno je lahko odraz razočaranja lastnika 
nad spodletelim zdravljenjem raka, kar lastnik pogosto še posebej težko sprejme. Dokazano je, 
da lastniki živali, ki se na zdravljenje raka slabo odzovejo, ocenjujejo HRQoL svojih živali 
slabše kot tisti, katerih živali se na zdravljenje dobro odzovejo (172, 176). To smo potrdili tudi 
v naši raziskavi, kjer smo ugotovili značilno razliko v oceni HRQoL med skupinama psov z 
objektivnim odgovorom na zdravljenje in tistih, pri katerih je bolezen napredovala kljub 
zdravljenju. 
Medtem ko kožni in podkožni tumorji pri psih na EKT in/ali GEP IL-12 odgovarjajo celo do 
100 % (8, 74, 77, 88), je uspeh pri zdravljenju oralnih tumorjev še vedno skromen, in sicer 11–
50 %, odvisno od vrste tumorja (12, 13, 15, 176). Zato smo pse uvrstili v skupino z oralnimi 
tumorji (oralni melanom in fibrosarkom) ter primerjali oceno HRQoL z drugimi psi, pri katerih 
smo zdravili kožne in podkožne tumorje različnih tipov. Pričakovano so lastniki psov z oralnimi 
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tumorji HRQoL svojih psov ocenili značilno slabše kot tisti, katerih psi so imeli kožne in 
podkožne tumorje. Tellado in sod. (176), ki so ocenjevali HRQoL pri večjem številu psov z 
oralnim melanomom, zdravljenih z EKT, so ugotovili, da je slabša ocena HRQoL sovpadala z 
višjim kliničnim stadijem bolezni, ki je pogojen tudi s slabšim odgovorom na zdravljenje, kar 
smo potrdili tudi v naši raziskavi. 
Zdravljene pse smo razdelili tudi v skupini glede na vrsto zdravljenja; v skupino invazivnega 
zdravljenja smo vključili tiste, pri katerih je bilo EKT in/ali GEP IL-12 dodano kirurško 
zdravljenje, v skupino neinvazivnega zdravljenja pa smo uvrstili tiste, pri katerih je bila 
izvedena samo EKT in/ali GEP IL-12. Ugotovili smo, da so lastniki psov, zdravljenih z 
neinvazivno vrsto zdravljenja, ocenili HRQoL svojih psov značilno boljše kot lastniki, katerih 
pse smo zdravili z invazivno vrsto zdravljenja. Rezultat bi lahko pojasnili s tem, da je postopek 
celjenja pri ranah, kjer EKT in/ali GEP IL-12 kombiniramo s kirurškim posegom, pogosto 
daljši. To lahko pomeni večje breme za lastnika in vpliva na vsakdanje življenje psa in lastnika 
bistveno dlje kot v primerih, kjer kirurgija ni vključena v protokol zdravljenja. Nekateri lastniki 
menijo, da je HRQoL pri takih psih slabša, saj so pogosto potrebni pogostejši obiski pri 
veterinarju, kar je za nekatere pse velik stres. Pomemben delež psov v skupini z invazivnim 
zdravljenjem so bili psi z oralnimi tumorji. Slabša ocena HRQoL v skupini z invazivnim 
zdravljenjem bi bila lahko torej povezana tudi s slabšim odgovorom na zdravljenje in ne s 
kirurškim posegom. Da bi razlikovali, ali ima na HRQoL večji vpliv vrsta tumorja ali način 
zdravljenja, bi bilo treba v raziskavo vključiti večje število psov s kožnimi in podkožnimi 
tumorji, zdravljenimi z invazivno vrsto zdravljenja. 
Velikost tumorja je sorazmerna s pričakovanim obsegom nekroze tumorja po zdravljenju z EKT 
in GEP IL-12. Večji tumorji so lahko torej večje breme za lastnika, ker se obdobje okrevanja 
podaljša, oskrbi rane pa je treba nameniti več pozornosti. Prav tako je pri večjih tumorjih 
pogosto potrebna uporaba nesteroidnih protivnetnih zdravil (3–5 dni), kar lahko vpliva na oceno 
HRQoL zdravljenih psov. Zato smo primerjali oceno HRQoL živali z manjšimi (prostornina 
tumorja ≤ 3 cm3) in večjimi (prostornina tumorja > 3 cm3) tumorji. Rezultati kažejo, da so 
lastniki psov z manjšimi tumorji ocenili HRQoL bolje kot tisti, katerih psi so imeli večje 
tumorje. 
Z vprašalnikom smo ugotovili, da je večina lastnikov aktivno sodelovala pri zdravljenju svojih 
psov, saj jih je 80 % redno oskrbovalo rane. Nekateri lastniki so izrazili željo po dodatnem 
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gradivu o oskrbi rane (25 % po pisnem, 13,6 % po slikovnem, 2,3 % po video gradivu) ali da 
bi jim oskrbo rane pokazal strokovnjak (27,3 %). Podatke bomo uporabili kot vodilo za 
nadaljnje izobraževanje lastnikov, da bi izpolnili njihova pričakovanja glede rezultatov 
zdravljenja in da bi izboljšali komunikacijo med lastnikom ter veterinarjem. 
S kratkim testom smo ugotovili, da je bila večina lastnikov zadovoljna z vsebino, dolžino, 
razumljivostjo in s praktičnostjo vprašalnika. Prav tako jih je večina (85 %) menila, da je 
vprašalnik omogočil ustrezno oceno kakovosti življenja njihovih psov. Rezultat je primerljiv s 
tistim, kakršnega so v svoji raziskavi ugotovili Lynch in sod. (42); v njihovi raziskavi je 98 % 
lastnikov menilo, da vprašalnik odraža kakovost življenja njihovih živali. Dva lastnika sta 
menila, da HRQoL ne moreta ovrednotiti zaradi sočasnih starostnih zdravstvenih težav svojih 
psov, sta pa ocenila, da se je kakovost življenja njunih psov po zdravljenju izboljšala. Dva 
izmed lastnikov sta menila, da bi bilo treba vprašalnike izpolniti dvakrat, in sicer pred 
zdravljenjem in po njem. S pripombo se strinjamo, saj bi se tako v prihodnosti izognili 
subjektivnosti glede HRQoL pred zdravljenjem in bi lahko še bolj natančno ovrednotili 
kakovost življenja zdravljenih psov. Večina lastnikov se po izpolnjevanju vprašalnika ni 
počutila bolj vpetih v zdravljenje svojih psov, vendar so tisti, ki so odgovor utemeljili, menili, 
da so se počutili vključene v zdravljenje svojih psov že od začetka in da izpolnjevanje 
vprašalnika tega ni bistveno spremenilo.  
Ocenjujemo, da ima raziskava HRQoL tri večje omejitve. S prvo se srečujemo pri vseh 
instrumentih za merjenje kakovosti življenja pri živalih, saj je poročevalec druga oseba, tj. 
lastnik živali. Njegova ocena ne odraža nujno resnične HRQoL živali, prav tako lahko nanjo 
vpliva več dejavnikov, npr. osebnostne lastnosti lastnika ali odgovor na zdravljenje. Druga 
omejitev je, da so živali z rakavimi obolenji praviloma starejše in so pri njih pogoste sočasne 
druge bolezni, ki lahko vplivajo na njihovo HRQoL. V takih primerih lastnik pogosto težko loči 
med vplivom tumorja, onkološkega zdravljenja ali sočasne druge bolezni na kakovost življenja 
živali. Tretja omejitev je, da je bil osnovni vprašalnik zasnovan tako za pse kot za mačke, ki se 
zelo različno obnašajo in različno izražajo kakovost življenja. V prihodnosti bo treba oblikovati 
ločene vprašalnike za pse in mačke, da bomo tako dobili natančnejše rezultate.  
Rezultati naše raziskave so v skladu z rezultati iz humane onkologije, kjer avtorji navajajo 
znatno izboljšanje HRQoL pri bolnikih, zdravljenih z EKT (61). V omenjeni raziskavi je bilo z 
rezultati zdravljenja zadovoljnih 80 % pacientov, kar je primerljivo z našimi ugotovitvemi, da 
N. Milevoj: Vrednotenje postopkov elektrokemoterapije in genskega elektroprenosa … pri psih. 98 
Ljubljana: UL, Veterinarska fakulteta, 2020. Doktorska disertacija 
 
 
je 86 % lastnikov tako zadovoljnih z zdravljenjem, da bi se zanj ponovno odločili, ne glede na 
stroške. Poleg tega ima vprašalnik široko uporabno vrednost ne le za živali, ki so zdravljene z 
metodami na podlagi elektroporacije, temveč tudi za živali, ki so zdravljene z drugimi vrstami 
onkoloških zdravljenj (42). To je prvi vprašalnik o HRQoL v slovenskem veterinarskem 
prostoru in pomembno izhodišče za oceno HRQoL pri psih in mačkah z različnimi obolenji.  
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 Telesna masa in starost psov ne vplivata na farmakokinetične parametre bleomicina v 
krvi psov, zdravljenih z elektrokemoterapijo. Izbrano časovno okno za dovajanje 
električnih pulzov (8–28 minut) po aplikaciji bleomicina je primerno. 
 Kombinacija elektrokemoterapije in genskega elektroprenosa plazmidne DNA z 
zapisom za pasji IL-12 ne vpliva na odstotek CD4+ ter CD8+ limfocitov, zmanjša pa 
odstotek regulatornih limfocitov T in poviša razmerje med CD8+ ter regulatornimi 
limfociti T v krvi zdravljenih psov. Ugotovljene spremembe v subpopulacijah 
limfocitov ne sovpadajo s kliničnim odgovorom na zdravljenje. 
 Psi s tumorji z visokim izražanjem PD-1 in PD-L1 na kombinirano zdravljenje z 
elektrokemoterapijo in genskim elektroprenosom plazmidne DNA z zapisom za pasji 
IL-12 odgovarjajo slabše, imajo krajši čas preživetja ter preživetje brez napredovanja 
bolezni kot psi s tumorji z nizkim izražanjem PD-1 in PD-L1. 
 Lastniki ocenjujejo kakovost življenja svojih psov po zdravljenju z elektrokemoterapijo 
in/ali genskim elektroprenosom plazmidne DNA z zapisom za pasji IL-12 kot dobro ter 
bi zdravljenje večinoma ponovno izbrali. Lastniki kakovost življenja svojih psov 
ocenjujejo slabše pri psih z večjimi tumorji, oralnimi tumorji in ko elektrokemoterapijo 
in/ali genski elektroprenos plazmidne DNA z zapisom za pasji IL-12 kombiniramo z 
invazivnim kirurškim zdravljenjem. 
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Elektroporacija je fizikalna metoda, ki omogoča ali izboljša vnos molekul v celice. Izpostavitev 
tkiv kratkim visokonapetostnim električnim pulzom povzroči nastanek začasnih por v 
membranah celic in omogoči prehod želenih snovi v citosol. Elektrokemoterapija (EKT) je 
lokalna metoda za zdravljenje tumorjev, pri kateri intravensko ali intratumorsko apliciramo 
kemoterapevtike (bleomicin (BLM) ali cisplatin) in nato izpostavimo tumor električnim 
pulzom. Membrane tumorskih celic postanejo prepustnejše za kemoterapevtike, ki sicer slabo 
prehajajo v notranjost celic. Tako dosežemo visoko znotrajcelično koncentracijo zdravila in 
posledično bolj učinkovito protitumorsko delovanje, obenem pa zmanjšamo sistemsko 
toksičnost, ker so za uspešno zdravljenje potrebni nizki odmerki kemoterapevtikov. Poleg EKT 
se elektroporacija uporablja tudi za genski elektroprenos (GEP), kjer v tkivo injiciramo 
plazmidno DNA z zapisom za terapevtski gen, tkivo pa nato izpostavimo električnim pulzom. 
Ena izmed najbolj raziskanih je imunska terapija z interlevkinom-12 (IL-12), ki deluje 
protitumorsko na več načinov: ima antiangiogen učinek, aktivira citotoksične limfocite T in 
makrofage M1. 
Tema doktorske disertacije je bila vrednotenje postopkov EKT in GEP IL-12 pri zdravljenju 
spontanih oralnih in kožnih tumorjev pri psih. Namen raziskav je bil izboljšanje učinkovitosti 
zdravljenja, izbira primernih pacientov in napovedovanje odgovora na kombinirano 
zdravljenje.  
V prvem sklopu raziskave smo določali farmakokinetiko BLM v krvi pri 23 psih, zdravljenih z 
GEP IL-12 in EKT po intravenski aplikaciji BLM. Koncentracijo BLM v serumu smo 
kvantitativno določili s tekočinsko kromatografijo, sklopljeno s tandemsko masno 
spektrometrijo (LC-MS/MS). Po izračunu farmakokinetičnih parametrov smo ugotovili, da ima 
BLM pri psih monofazno serumsko eliminacijsko krivuljo, majhen porazdelitveni volumen 
(Vd; 224,5 ml/kg), majhen očistek (CL; 7,04 ml/min/kg) in kratek razpolovni čas (t1/2; 22,03 
min). Telesna masa psov ni vplivala na farmakokinetiko BLM. Starejši psi so imeli nižji Vd, 
na druge farmakokinetične parametre pa starost ni vplivala.  
V drugem delu raziskave smo določali subpopulacije limfocitov v krvi psov, zdravljenih s 
kombinacijo EKT in GEP IL-12. Vključili smo 29 psov z različnimi vrstami tumorjev in 
določali subpopulacije limfocitov (CD4+, CD8+, Treg) s pretočno citometrijo v različnih 
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časovnih obdobjih (pred zdravljenjem, 4 tedne po zdravljenju in ob koncu opazovalnega 
obdobja). Tekom zdravljenja nismo ugotovili značilnih razlik v odstotku CD4+ in CD8+ 
limfocitov. Ob koncu opazovalnega obdobja je značilno upadel odstotek Treg in se je povišalo 
razmerje CD8+/Treg v krvi zdravljenih psov; spremembe niso sovpadale z odgovorom na 
zdravljenje. 
Tretji del doktorske raziskave je obsegal določanje izražanja receptorjev in ligandov 
programirane celične smrti 1 (PD-1 in PD-L1) v tumorjih 30 psov, zdravljenih s kombinacijo 
EKT in GEP IL-12. Vključili smo 21 psov z mastocitomi in 9 z oralnimi melanomi. Izražanje 
PD-1 in PD-L1 smo določali z imunohistokemičnim barvanjem. Uporabili smo primarna kunčja 
poliklonska protitelesa proti človeškemu PD-1 in PD-L1. Skupni rezultat, t.i. izražanje PD-1 in 
PD-L1,  smo pridobili s seštevkom ocene jakosti obarvanja in deleža obarvanih celic (od 0 do 
7). PD-1 je izražalo 20/21 (95,2 %) mastocitomov in 9/9 (100 %) oralnih melanomov, PD-L1 
pa so izražali vsi tumorji. Mediana izražanja PD-1 je bila 4,75, PD-L1 pa 5,2. Glede na mediano 
izražanja smo določili mejo med visokim (> 5) in nizkim (≤ 5) izražanjem PD-1 in PD-L1. 
Mastocitomi so izražali manj PD-1 in PD-L1 kot oralni melanomi, razlike v izražanju PD-1 in 
PD-L1 med vrstama tumorjev niso bile značilne. Psi s tumorji z višjim izražanjem PD-1 in PD-
L1 so imeli krajši povprečni čas preživetja in krajše preživetje brez napredovanja bolezni (PFS) 
kot tisti s tumorji z nizkim izražanjem PD-1 in PD-L1. Prav tako so imeli psi s tumorji z visokim 
izražanjem PD-1 in PD-L1 slabši odgovor na zdravljenje, saj je pri njih bolezen pogosteje 
napredovala kot pri tistih s tumorji z nizkim izražanjem PD-1 in PD-L1. 
V zadnjem delu raziskave smo lastnikom psov, zdravljenih z EKT in/ali GEP IL-12, razdelili 
Vprašalnike o kakovosti življenja psov in Kratke teste za ocenjevanje vprašalnika, da bi 
ovrednotili z zdravjem povezano kakovost življenja (HRQoL) psov. Lastniki so ocenili, da se 
je HRQoL psov po zdravljenju izboljšala. Lastniki so HRQoL svojih psov ocenili slabše pri 
psih z večjimi tumorji, oralnimi tumorji in ko smo EKT in/ali GEP IL-12 kombinirali z 
invazivnim kirurškim zdravljenjem. Večina lastnikov je ocenila, da vprašalnik popolnoma 
zajema problematiko in odraža kakovost življenja njihovih psov.  
Rezultati doktorske naloge bodo pomagali pri nadaljnjem zdravljenju psov, pripravi protokolov 
in napovedovanju odgovora na zdravljenje z EKT in/ali GEP IL-12. Prav tako bo izražanje PD-
1 in PD-L1 morda uporabno kot napovedni dejavnik za odgovor na kombinirano zdravljenje 
pri translaciji v raziskave v humani onkologiji. Rezultati doktorskih raziskav bodo primerni tudi 
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kot izhodišče za morebitne nove kombinacije GEP IL-12 z drugimi zdravili, npr. zaviralci 
imunskih kontrolnih točk. 
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Electroporation is a physical method that enables or improves the uptake of molecules into 
cells. Exposure of tissues to short, high-voltage electrical pulses causes the formation of 
temporary pores in the cell membranes and enables the entry of the desired substances into the 
cytosol. Electrochemotherapy (ECT) is a local method for treating cancer, which consists of the 
intravenous or intratumoural delivery of chemotherapeutic drugs (bleomycin (BLM) or 
cisplatin) followed by exposure of the tumour to electrical pulses. The membranes of the tumour 
cells become more permeable to chemotherapeutic drugs, which otherwise pass poorly through 
the cell membrane. A high intracellular concentration of the drug and thus, more efficient 
antitumour activity is achieved, while reducing systemic toxicity. Apart from ECT, 
electroporation can also be employed for gene electrotransfer (GET), where plasmid encoding 
a therapeutic gene is injected into the tissue followed by exposure of the tissue to electrical 
pulses. One of the most promising treatments is immune therapy with interleukin-12 (IL-12), 
which has several antitumour properties: it has an antiangiogenic effect and activates cytotoxic 
T lymphocytes and M1 macrophages. 
The topic of this doctoral dissertation was to evaluate the procedures of ECT and IL-12 GET 
in the treatment of spontaneous oral and cutaneous tumours in dogs. The aim of the research 
was to improve the treatment efficacy, enable the selection of suitable patients and improve the 
prediction of the response to the combined treatment.  
In the first part of the research, we determined the pharmacokinetics of BLM in the blood of 23 
dogs, treated with IL-12 GET and ECT with intravenous application of BLM. The concentration 
of BLM in the serum was determined by liquid chromatography coupled with high-resolution 
mass spectrometry (LC-MS/MS). After calculating the selected pharmacokinetic parameters, 
we found that BLM in dogs has a monophasic elimination curve, low volume of distribution 
(Vd; 224.5 ml/kg), low clearance (CL; 7.04 ml/min/kg) and short elimination half-time (t1/2; 
22.03 min). The body weight of the dogs did not have an effect on pharmacokinetic parameters. 
Older dogs had a lower Vd; however, the age of the dogs did not have an effect on other 
pharmacokinetic parameters. 
In the second part of the research, we evaluated the lymphocyte subpopulations in the blood of 
dogs treated with ECT and IL-12 GET. We included 29 dogs with different tumours and 
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determined the lymphocyte subpopulations (CD4+, CD8+, Treg) by flow cytometry at different 
time points (before treatment, 4 weeks after treatment and at the end of the observation period). 
No significant differences in CD4+ and CD8+ lymphocyte counts were observed during 
treatment. At the end of the observation period, the percentage of Treg in the blood of treated 
dogs decreased significantly; the changes did not correlate with the treatment response. 
The third part of the doctoral research consisted of determining the expression of programmed 
cell death 1 (PD-1) and its ligands (PD-L1) in the tumours of 30 dogs treated with a combination 
of ECT and IL-12 GET. In the study, 21 dogs with mast cell tumours and 9 with oral melanomas 
were included. The expression of PD-1 and PD-L1 was evaluated with immunohistochemical 
staining, using primary rabbit antibodies against human PD-1 and PD-L1. The score of the 
staining, ie. the PD-1 and PD-L1 expression, was obtained by the sum of the staining intensity 
score and the proportion of stained cells to obtain the PD-1 and PD-L1 expression values (from 
0 to 7). PD-1 was expressed in 95,2% mast cell tumours and 100% oral melanomas, and PD-
L1 was expressed in all tumours. The median expression of PD-1 and PD-L1 was 4.75 and 5.2, 
respectively. Based on the median values, we determined the cutoff value between high (> 5) 
and low (≤ 5) PD-1 and PD-L1 expression. Mast cell tumours had lower expression of PD-1 
and PD-L1 than oral melanomas, however, the differences were not significant. Dogs who had 
tumours with high PD-1 and PD-L1 expression had shorter mean survival times and 
progression-free survival (PFS) times than those who had tumours with low PD-1 and PD-L1 
expression. Dogs with tumours with high PD-1 and PD-L1 expression also had poorer response 
to treatment, as the disease progressed more frequently than in those with tumours with low 
PD-1 and PD-L1 expression. 
In the last part of the research, owners of dogs treated with ECT and IL-12 GET were offered 
the Cancer treatment form to assess the health-related quality of life (HRQoL) of the treated 
dogs and the Owner minitest to evaluate the suitability of the Cancer treatment form. The 
owners reported that the HRQoL of their dogs improved after treatment. The HRQoL 
assessment was better in dogs treated with a noninvasive treatment, in those who responded to 
treatment and in dogs with smaller and cutaneous/subcutaneous tumours. Most owners 
estimated that the questionnaire completely covered the issue and reflected the quality of life 
of their dogs.  
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The results of the doctoral dissertation will facilitate the further treatment of dogs, development 
of protocols and prediction of the response to treatment with ECT and/or IL-12 GET. The 
expression of PD-1 and PD-L1 could also serve as a predictive factor in the combined treatment 
approach in translational oncology. The results of the doctoral research will also be suitable as 
a starting point for possible new combinations of IL-12 GET with other drugs, such as immune 
checkpoint inhibitors. 
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Priloga 1: Pojasnilo lastniku živali  
 
Pojasnilo lastniku živali  
Študija: ˝KOMBINACIJA KIRURGIJE ALI ELEKTROKEMOTERAPIJE IN 
GENSKEGA ELEKTROPRENOSA GOLE PLAZMIDNE DNA Z ZAPISOM ZA PASJI 
INTERLEVKIN 12 ZA ZDRAVLJENJE ORALNIH IN KOŽNIH TUMORJEV PSOV˝ 
 
ELEKTROKEMOTERAPIJA IN ELEKTROGENSKA TERAPIJA 
 
Elektroporacija je metoda, pri kateri z uporabo električnega polja prehodno destabiliziramo 
celično membrano, tako da postane prehodna za snovi, ki sicer ne morejo prehajati prek nje. 
Električno polje deluje na celično membrano, tako da v njej nastanejo reverzibilne pore. Tako 
lahko v celico vnašamo najrazličnejše biološke makromolekule, npr. DNA, RNA, protitelesa, 
encime, pa tudi kemoterapevtike, ki sicer težko prehajajo skozi membrano. Kombinacija 
električnih pulzov in kemoterapevtikov se imenuje elektrokemoterapija in se že vrsto let 
uporablja za zdravljenje kožnih in podkožnih tumorjev v humani in veterinarski medicini, tudi 
na Kliniki za kirurgijo in male živali Veterinarske fakultete. Kombinacija uporabe električnih 




Elektrokemoterapija je učinkovit način lokalnega zdravljenja tumorjev, pri kateri z uporabo 
električnih sunkov povečamo vnos kemoterapevtika v tumorje. Uporabljena bosta dva 
kemoterapevtika, ki se uporabljata tudi v kliničnih protokolih kemoterapije. To sta bleomicin 
in cisplatin, ki sta primerni izbiri, zato ker sama po sebi težko prehajata skozi celično 
membrano, ob aplikaciji električnih sunkov pa se njuna citotoksičnost zelo poveča zaradi 
nespecifičnega vnosa v celice. 
 
Elektrogenska terapija  
 
To je zdravljenje, kjer uporabljamo električne pulze za vnos DNA v celice. Z vnašanjem DNA 
v celice lahko vplivamo ali popravimo spremenjeno delovanje rakavih celic. Z naraščajočim 
znanjem na področju molekularne biologije se genska terapija v humani medicini vedno 
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pogosteje uporablja za zdravljenje raka. V svetu trenutno poteka več kot 1000 kliničnih študij 




S privolitvijo za sodelovanje vaše živali v tej študiji boste pripomogli k napredku znanja o 
elektrokemoterapiji in elektrogenski terapiji. Upamo, da bomo lahko s pomočjo rezultatov 
študije v veterinarsko medicino uvedli novo metodo za zdravljenje rakavih obolenj.  
 
Z raziskavo bomo ugotavljali, ali lahko s kombinacijo kemoterapevtika in gena, ki kodira 
nastanek imunske molekule interlevkina 12, vplivamo na zaviranje rasti in razvoja raka pri psih. 
Za to molekulo (beljakovino) je bilo do zdaj v številnih raziskavah na laboratorijskih živalih in 
tudi v humanih kliničnih študijah ugotovljeno, da zavira rast in metastaziranje različnih 
tumorjev in podaljšuje življenje.  
 
Električni pulzi za vnos kemoterapevtika in DNA v celice so že bili preskušeni pri psih in jih 
po naših izkušnjah večina psov dobro prenaša. Edini stranski učinek elektrokemoterapije ali 
elektrogenske terapije, ki smo ga do zdaj ugotovili, je blažja rdečina in oteklina na mestu 
aplikacije, ki sama izzveni v enem dnevu.  
 
Potek terapije: postopek bo izveden v kratki splošni anesteziji.  
 
Elektrokemoterapija: živali bomo v tumor vbrizgali kemoterapevtik in v 10-20 minutah na 
injicirana mesta aplicirali električne pulze. Tako bomo omogočili prehajanje kemoterapevtika 
v celice. 
 
Elektrogenska terapija: živali bomo v okolico tumorja vbrizgali raztopino DNA in takoj potem 
na injicirana mesta aplicirali električne pulze. Tako bomo omogočili vstop terapevtskega gena 
v celice, ki bodo na podlagi zapisa DNA začele proizvajati interlevkin 12. 
 
Po posegu bomo živali aplicirali enkratni odmerek analgetika in ko se bo prebudila iz anestezije, 
bo odpuščena v domačo oskrbo. 
 
Za ugotavljanje uspešnosti terapije bo treba živali odvzeti kri ob elektrogenski terapiji in nato 
še 7., 14. in 30. dan po izvedeni terapiji. Druge preiskave, kot sta ultrazvok in rentgensko 
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slikanje, bodo izvedene v dogovoru z vodjo študije glede na tip novotvorbe in klinično stanje 
živali. 
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Priloga 2: Soglasje lastnika živali za sodelovanje v klinični študiji 
 
Soglasje LASTNIKA ŽIVALI  
 
1. Ime in priimek lastnika živali:  ........................................................... 
 
    Podatki o živali: 
 
2. Izjava lastnika živali: 
 
Podpisani sem kot lastnik zgoraj omenjene živali razumel postopke, ki bodo izvedeni v 
raziskavi z naslovom: ˝KOMBINACIJA KIRURGIJE ALI ELEKTROKEMOTERAPIJE 
IN GENSKEGA ELEKTROPRENOSA GOLE PLAZMIDNE DNA Z ZAPISOM ZA 
PASJI INTERLEVKIN 12 ZA ZDRAVLJENJE ORALNIH IN KOŽNIH TUMORJEV 
PSOV˝ in dovoljujem sodelovanje svoje živali v tej raziskavi.  
 
Moje sodelovanje v raziskavi je popolnoma prostovoljno in ga lahko odklonim oziroma med 
raziskavo kadarkoli prekinem. 
 
Obvestili so me, da bodo rezultati te raziskave koristili napredku znanja veterinarske medicine. 
Vem, da je metodologijo te raziskave pregledala in odobrila etična komisija. 
 
Dobrobiti, tveganja in nevšečnosti, ki bi jim lahko bila podvržena moja žival, mi je razumljivo 
razložil(a) ..................................................., ki je odgovoren(a) za varen potek raziskave. 
Povedal(a) mi je tudi, na koga naj se obrnem v primeru določenih nevšečnosti v njegovi/njeni 
odsotnosti. Zato prostovoljno in obveščeno pristajam na sodelovanje svoje živali v tej raziskavi 
in se tudi strinjam, da v raziskovalne namene uporabijo vse vzorce, ki bodo odvzeti med 
raziskavo. Dovoljujem tudi, da se izsledke raziskave lahko objavi in da se uporabi slikovno 





Podpis lastnika živali ........................................................   Datum................................. 
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Podpisani(a) sem razumljivo razložil(a) lastniku živali dobrobiti, tveganja in nevšečnosti 
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Spoštovani lastniki hišnih ljubljenčkov! 
 
Pred vami je vprašalnik, s katerim želimo raziskati kakovost življenja vaših ljubljenčkov pred in po zdravljenju. 
Prosimo vas, da na vprašanja odgovorite, tako da obkrožite ustrezno številko ali odgovor. 
 
Vsi podatki, ki bodo zbrani v tej raziskavi, bodo obravnavani zaupno. Zagotavljamo vam, da v nobenem porocǐlu 




Datum anketiranja:________________   Ime lastnika:_______________________________ 







 Neodločen  Se 
strinjam 
... je igriv. 1 2 3 4 5 
... odreagira na mojo bližino. 1 2 3 4 5 





 Neodločen  Se 
strinjam 
... ima večino dobrih dni. 1 2 3 4 5 
... večino časa spi. 1 2 3 4 5 
... se zdi zdolgočasen, depresiven. Ni 
pozoren. 





 Neodločen  Se 
strinjam 
... ima bolečine. 1 2 3 4 5 
... je zasopihan, tudi ko miruje. 1 2 3 4 5 





 Neodločen  Se 
strinjam 
... ima normalen apetit. 1 2 3 4 5 
... občasno bruha ali mu je slabo. 1 2 3 4 5 





 Neodločen  Se 
strinjam 
N. Milevoj: Vrednotenje postopkov elektrokemoterapije in genskega elektroprenosa … pri psih. 134 
Ljubljana: UL, Veterinarska fakulteta, 2020. Doktorska disertacija 
 
 
... se občasno ponečedi. 1 2 3 4 5 
... zaudarja po urinu ali ima nadraženo 
kožo. 
1 2 3 4 5 
... ima mastno dlako in na splošno slab 
videz. 





 Neodločen  Se 
strinjam 
... zaužije zadostno količino tekočine. 1 2 3 4 5 
... ima občasne driske. 1 2 3 4 5 





 Neodločen  Se 
strinjam 





 Neodločen  Se 
strinjam 
... večino dneva preleži kar na istem 
mestu. 
1 2 3 4 5 





Slabše  Enako  Boljše 
Splošno zdravje glede na zadnje 
ocenjevanje 
(če ste predhodno že izpolnjevali vprašalnik) 
1 2 3 4 5 
Splošno zdravje v primerjavi s časom 
postavitve diagnoze. 
1 2 3 4 5 
 
 
Prosimo, označite s svinčnikom na premici: 
 
KAKO BI OCENILI TRENUTNO KAKOVOST ŽIVLJENJA SVOJEGA LJUBLJENČKA 
 
 





Prosimo, označite en odgovor: 
 
Ali tudi sami oskrbujete zdravljeno področje oziroma rano pri svojem ljubljenčku? 
 Da 
 Ne 
 To naredi drug družinski član 
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Ali ste dobili zadostne informacije za samostojno oskrbo zdravljenega področja oziroma rane? 
 Da 
 Ne 
 Ne vem 
 
Kaj bi vam lahko olajšalo oskrbo zdravljenega področja oziroma rane? 
 Dodatni pisni material 
 Dodatni slikovni material 
 Dodatni video material 
 Prikaz oskrbe zdravljenega področja/rane s strani strokovnjaka 
 
Ali bi se ponovno odločili za prejeto terapijo ne glede na finančne stroške? 
 Da 
 Ne 
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Priloga 4: Kratki test za lastnike živali 
 
KRATKI TEST ZA LASTNIKE ŽIVALI 
 
1) Vprašalnik izpolnjujem: 
 Pred prvim zdravljenjem svojega ljubljenčka  V času rednega pregleda po zdravljenju 
 


















3) Kakšna je po vašem mnenju dolžina Vprašalnika - HRQoLSlo  ? 
 Ustrezno dolg                                 Predolg                                    Prekratek 
 
4) Kako bi ocenili enostavnost Vprašalnika - HRQoLSlo  glede razumljivosti vprašanj in 
ponujenih odgovorov? 
 Zelo enostavno Ponekod enostavno Ne zelo enostavno  Sploh ne enostavno 
 
5) Ali so po vašem mnenju vprašanja praktično zastavljena? 
 Zelo praktično     Ponekod praktično  Ne zelo praktično       Na sploh nepraktično 
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7) Ali se ob izpolnjevanju Vprašalnika - HRQoLSlo  počutite bolj vpete v trenutno 
zdravljenje svojega ljubljenčka? 
 
 Da 














Prosim, navedite kakršen koli predlog glede izbrisa/dodajanja vprašanj/a ali glede 
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1 125,01 22,65 3,83 114,87 0,031 
2 114,86 26,6 3,01 87,15 0,026 
3 150,29 17,15 6,07 202,08 0,04 
4 126,42 17,02 5,15 138,37 0,041 
5 210,67 26,1 5,5 166,15 0,027 
6 190,69 22,73 5,81 142,62 0,03 
7 267,83 23,39 7,94 179,36 0,03 
8 155,67 24,86 4,43 101,72 0,028 
9 301,44 21,67 9,64 212,08 0,03199 
10 207,34 20,73 6,93 202,17 0,03343 
11 150,76 17,57 5,95 196,38 0,03945 
12 348,37 19,99 12,08 287,66 0,03468 
13 255,08 23,69 9,64 265,81 0,02926 
14 133,70 16,03 5,78 190,31 0,04325 
15 326,21 31,0 7,29 228,79 0,02236 
16 217,58 16,36 9,22 289,17 0,04236 
17 256,39 24,23 7,30 260,81 0,0286 
18 376,12 30,54 8,53 220,52 0,02269 
19 216,50 22,60 6,64 212,59 0,03066 
20 265,93 20,72 8,89 287,45 0,03345 
21 215,96 19,51 7,67 239,86 0,03553 
22 250,72 17,16 8,31 177,14 0,0404 
23 300,03 24,48 8,49 195,59 0,02832 
Vd-porazdelitveni volumen, t1/2-razpolovni čas, CL-očistek 
Vd-volume of distribution, t1/2-elimination half-time, CL-clearance 
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1 OM PD 1,3 0,5 0,3 
2 MCT PR 1,3 1,4 0,4 
3 CP CR 0,7 0,7 0,3 
4 MCT CR 1,6 1,5 0,9 
5 MCT CR 8,0 1,8 0,3 
6 CP CR 0,7 0,4 0,2 
7 OM PD 1,1 2,2 0,8 
8 OM PD 8,1 10,2 1,6 
9 OM PD 1,1 0,7 0,2 
10 OM PD 0,4 0,5 0,3 
11 OM PD 2,4 1,9 0,3 
12 OM CR 2,9 0,8 0,5 
13 MCT CR 2,7 2,0 0,3 
14 OM PD 3,7 2,8 0,6 
15 MCT CR 0,5 0,8 0,8 
16 OM PD 1,1 1,2 0,3 
17 MCT CR 0,3 0,8 0,3 
18 MCT PD 7,5 4,2 0,5 
19 MCT CR 4,5 0,8 1,1 
20 MCT PD 1,6 1,4 0,9 
21 MCT CR 0,9 0,5 0,6 
22 MCT CR 0,6 1,3 0,3 
23 MCT CR 0,6 0,4 0,3 
24 MCT CR 1,5 1,0 0,4 
25 MCT CR 0,7 0,6 0,6 
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26 MCT CR 1,6 0,4 0,7 
27 MCT CR 0,5 0,3 0,5 
28 MCT CR 1,9 1,3 0,9 
29 OM PD 1,0 0,2 1,5 
 OM-oralni melanom, MCT-mastocitom, CP-kožni plazmacitom, Treg-regulatorni limfociti T, CR-popolni 
odgovor; PR-delni odgovor, PD-napredovala bolezen 
OM-oral melanoma, MCT-mast cell tumour, CP-cutaneous plasmacytoma, Treg-regulatory T cells, CR-complete 
response, PR-partial response, PD-progressive disease 
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1 MCT CR 12 (NR) 12 0 4,8 
2 MCT CR 23 23 4,6 5,8 
3 MCT CR 31 15 3,8 3,7 
4 MCT CR 62 62 3 4,4 
5 MCT PD 2 2 5 6 
6 MCT CR 45 45 0,8 1,2 
7 MCT CR 32 5 6,3 5,6 
8 MCT CR 32 2 4,8 5,1 
9 MCT CR 33 (NR) 17 3,4 6,3 
10 MCT CR 53 53 3,8 1,6 
11 MCT CR 11 (NR) 2 3,1 3,7 
12 MCT CR 61 61 5,5 4,4 
13 MCT CR 39 39 2,9 4,2 
14 MCT CR 25 (NR) 25 5 6,4 
15 MCT CR 40 40 2,8 4,9 
16 MCT PD 7 7 6 6,8 
17 MCT CR 28 28 3,8 5,6 
18 MCT CR 50 3 5,2 6,8 
19 MCT CR 24 24 2,4 4,5 
20 MCT CR 27 25 4,9 6,6 
21 MCT CR 28 25 6 4,7 
22 OM PD 2 0 5,5 5 
23 OM PD 9 (NR) 2 5 5 
24 OM PD 5 1 6,1 6,1 
25 OM PD 13 (NR) 13 5,5 5,2 
26 OM PD 3 2 5,2 5,8 
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27 OM PD 10 1 5,8 5,4 
28 OM PD 22 (NR) 5 1 5,8 
29 OM CR 9 (NR) 8 4,7 5,1 
30 OM PD 5 1 4,6 5,8 
*-ob koncu opazovalnega obdobja, MCT-mastocitom, OM-oralni melanom, CR-popolni odgovor, PD-
napredovala bolezen, NR-evtanazija/pogin zaradi vzroka, nepovezanega s tumorjem, PFS-preživetje brez 
napredovanja bolezni, PD-1-receptor programirane celične smrti 1, PD-L1-ligand 1 za receptor programirane 
celične smrti 1 
*-at the end of observation period, MCT-mast cell tumour, OM-oral melanoma, CR-complete response, PD-
progressive disease, NR-death/euthanasia due to non tumour-related reason, PFS-progression-free survival, PD-1-
programmed cell death-1, PD-L1-programmed cell death-1 ligand 1 
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Priloga 8: Razdelitev psov glede na izražanje PD-1 v tumorjih 
 
Skupina Št.  Vrsta 
tumorja 




















1 MCT CR 12 (NR) 12 0 
2 MCT CR 23 23 4,6 
3 MCT CR 31 15 3,8 
4 MCT CR 62 62 3 
6 MCT CR 45 45 0,8 
8 MCT CR 32 2 4,3 
9 MCT CR 33 (NR) 17 3,4 
10 MCT CR 53 53 3,8 
11 MCT CR 11 (NR) 2 3,1 
13 MCT CR 39 39 2,9 
15 MCT CR 40 40 2,8 
17 MCT CR 28 28 3,8 
19 MCT CR 24 24 2,4 
20 MCT CR 27 25 4,9 
28 OM PD 22 (NR) 5 1 
29 OM CR 9 (NR) 8 4,7 
30 OM PD 5 1 4,6 
















7 MCT CR 32 5 6,3 
12 MCT CR 61 61 5,5 
14 MCT CR 25 (NR) 25 5 
16 MCT PD 7 7 6 
18 MCT CR 50 3 5,2 
21 MCT CR 28 25 6 
22 OM PD 2 0 5,5 
23 OM PD 9 (NR) 2 5 
24 OM PD 5 1 6,1 
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25 OM PD 13 (NR) 13 5,5 
26 OM PD 3 2 5,2 
27 OM PD 10 1 5,8 
*-ob koncu opazovalnega obdobja, MCT-mastocitom, OM-oralni melanom, CR-popolni odgovor, PD-
napredovala bolezen, NR-evtanazija/pogin zaradi vzroka, nepovezanega s tumorjem, PFS-preživetje brez 
napredovanja bolezni, PD-1-receptor programirane celične smrti 1 
*-at the end of observation period, MCT-mast cell tumour, OM-oral melanoma, CR-complete response, PD-
progressive disease, NR-death/euthanasia due to non tumour-related reason, PFS-progression-free survival, PD-1-
programmed cell death-1 
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Priloga 9: Razdelitev psov glede na izražanje PD-L1 v tumorjih 
 
Skupina Št.  Vrsta 
tumorja 





















1 MCT CR 12 (NR) 12 4,8 
3 MCT CR 31 15 3,7 
4 MCT CR 62 62 4,4 
6 MCT CR 45 45 1,2 
10 MCT CR 53 53 1,6 
11 MCT CR 11 (NR) 2 3,7 
12 MCT CR 61 61 4,4 
13 MCT CR 39 39 4,2 
15 MCT CR 40 40 4,9 
19 MCT CR 24 24 4,5 

















2 MCT CR 23 23 5,8 
5 MCT PD 2 2 6 
7 MCT CR 32 5 5,6 
8 MCT CR 32 2 5,1 
9 MCT CR 33 (NR) 17 6,3 
14 MCT CR 25 (NR) 25 6,4 
16 MCT PD 7 7 6,8 
17 MCT CR 28 28 5,6 
18 MCT CR 50 3 6,8 
20 MCT CR 27 25 6,6 
22 OM PD 2 0 5 
23 OM PD 9 (NR) 2 5 
24 OM PD 5 1 6,1 
25 OM PD 13 (NR) 13 5,2 
26 OM PD 3 2 5,8 
27 OM PD 10 1 5,4 
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28 OM PD 22 (NR) 5 5,8 
29 OM CR 9 (NR) 8 5,1 
30 OM PD 5 1 5,8 
*-ob koncu opazovalnega obdobja, MCT-mastocitom, OM-oralni melanom, CR-popolni odgovor, PD-
napredovala bolezen, NR-evtanazija/pogin zaradi vzroka, nepovezanega s tumorjem, PFS-preživetje brez 
napredovanja bolezni, PD-L1-ligand 1 za receptor programirane celične smrti 1 
*-at the end of observation period, MCT-mast cell tumour, OM-oral melanoma, CR-complete response, PD-
progressive disease, NR-death/euthanasia due to non tumour-related reason, PFS-progression-free survival, PD-
L1- programmed cell death-1 ligand 1 
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1 FSA 0,2 EKT CR 
2 STS R KRG+EKT CR 
3 MCT 2,5 EKT+GEP CR 
4 MCT 6,3 KRG+EKT+GEP CR 
5 MCT 0,9 EKT+GEP CR 
6 MCT 2,1 EKT+GEP CR 
7 MCT 0,3 EKT+GEP CR 
8 MCT 0,4 EKT+GEP CR 
10 MCT 3,5 KRG+EKT+GEP CR 
11 OM 3,1 KRG+GEP CR 
12 MCT 0,8 EKT+GEP CR 
13 MCT 1,1 EKT+GEP CR 
15 MCT 12,6 EKT+GEP CR 
16 MCT R GEP CR 
17 OF 18,8 EKT+GEP CR 
19 MCT 15,4 KRG+EKT+GEP CR 
20 MCT R GEP CR 
21 MCT 5,9 EKT+GEP CR 
23 MCT 0,5 EKT+GEP CR 
24 MCT 2,0 EKT+GEP CR 
25 MCT 0,1 EKT+GEP CR 
28 MCT 1,0 EKT+GEP CR 
29 MCT R EKT+GEP CR 
30 MCT R EKT+GEP CR 
31 MCT R EKT+GEP CR 
33 MCT 0,4 EKT+GEP CR 
37 CP 5,5 KRG+EKT+GEP CR 
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38 MCT 0,1 EKT+GEP CR 
42 MCT 2,35 KRG+EKT+GEP CR 
43 MCT 0,13 EKT+GEP CR 
44 MCT 0,11 EKT+GEP CR 
26 MCT 18,8 EKT+GEP PR 
36 MCT 1,0 EKT+GEP PR 
39 MPNST 23,0 EKT+GEP PR 
40 MPNST 2,5 KRG+EKT+GEP PR 







































 9 MCT 14,7 EKT+GEP PD 
14 OM 40,1 KRG+EKT+ GEP PD 
18 OM R KRG+GEP PD 
22 HS 6,4 GEP PD 
27 MCT 64,1 GEP PD 
32 OF 27,8 KRG+EKT+GEP PD 
34 SCC 9,8 KRG+EKT+GEP PD 
35 OM 15,7 KRG+EKT+GEP PD 
FSA-fibrosarkom, STS-mehkotkivni sarkom, MCT-mastocitom, OM-oralni melanom, OF-oralni fibrosarkom, 
CP-kožni plazmacitom, MPNST-maligni tumor ovojnic perifernih živcev, HS-histiocitni sarkom, SCC-
ploščatocelični karcinom, R-rezidualna bolezen, EKT-elektrokemoterapija, GEP-genski elektroprenos IL-12, 
KRG-kirurško zdravljenje, CR-popolni odgovor, PR-delni odgovor, PD-napredovala bolezen 
FSA-fibrosarcoma, STS-soft tissue sarcoma, MCT-mast cell tumour, OM-oral melanoma, OF-oral fibrosarcoma, 
CP-cutaneous plasmacytoma, MPNST-malignant peripheral nerve sheath tumour, HS-histiocytic sarcoma, SCC-
squamous cell carcinoma, R-residual disease, EKT-electrochemotherapy, GEP-IL-12 gene electrotransfer, KRG-
surgery, CR-complete response, PR-partial response, PD-progressive disease 
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Priloga 11: Rezultati ocene splošnega zdravja psov, vključenih v raziskavo HRQoL 
 
Sklop Moj ljubljenček... Min Max Povprečje SD 
Veselje 
... je igriv. 2 5 4,5 0,9 
... odreagira na mojo bližino. 4 5 5,0 0,2 
... uživa življenje. 3 5 4,8 0,5 
Duševno 
stanje 
... ima večino dobrih dni. 3 5 4,7 0,6 
... večino časa spi. 1 5 2,8 1,4 
... se zdi zdolgočasen, depresiven, 
ni pozoren. 
1 5 1,4 0,9 
Bolečina 
... ima bolečine. 1 5 1,9 1,2 
... je zasopihan, tudi ko miruje. 1 5 1,5 1,1 
... se občasno trese ali trepeta. 1 5 2,0 1,4 
Apetit 
... ima normalen apetit. 2 5 4,7 0,7 
... občasno bruha ali mu je slabo. 1 4 1,6 0,8 
... uživa priboljške/prigrizke. 1 5 4,3 1,2 
Splošni 
videz 
... se občasno ponečedi. 1 5 1,4 1,0 
... zaudarja po urinu ali ima 
nadraženo kožo. 
1 3 1,1 0,3 
... ima mastno dlako in na splošno 
slab videz. 
1 3 1,1 0,4 
Hidracija 
... zaužije zadostno količino 
tekočine. 
4 5 4,9 0,3 
... ima občasne driske. 1 5 2,1 1,3 
... normalno urinira. 2 5 4,7 0,8 
Mobilnost 
... se giblje normalno. 2 5 4,5 0,9 
... večino dneva preleži kar na 
istem mestu. 
1 5 1,8 1,2 
... je aktiven kot običajno. 1 5 4,3 1,1 
Min-najnižja ocena, Max-najvišja ocena, SD-standardni odklon 
Min-minimal score, Max-maximal score, SD-standard deviation 
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Priloga 12: Rezultati Kratkega testa o vprašalniku 
 
Vprašanje Frekvenca Odstotek  Veljavni 
odstotek 
Vprašalnik izpolnjujem: 
- Pred prvim zdravljenjem svojega ljubljenčka 
- Ob rednem pregledu po zdravljenju 












Ali po vašem mnenju vprašalnik popolnoma zajema 
problematiko in je dovolj natančen?  
- Da 
- Ne 















Kakšna je po vašem mnenju dolžina vprašalnika?  
- Ustrezno dolg 
- Predolg 
- Prekratek 















Kako bi ocenili enostavnost vprašalnika glede 
razumljivosti vprašanj in ponujenih odgovorov? 
- Zelo enostavno 
- Ponekod enostavno 
- Ne zelo enostavno 
- Sploh ne enostavno 






















Ali so po vašem mnenju vprašanja praktično 
zastavljena? 
- Zelo praktično 
- Ponekod praktično 
- Ne zelo praktično 
- Nasploh nepraktično 





















Ali po vašem mnenju vprašalnik odraža kakovost 
življenja vašega ljubljenčka? 
- Da 
- Ne 















Ali se ob izpolnjevanju vprašalnika počutite bolj vpeti 
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